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Uber die optimale Wasserstoffionenkonzentration bei der 
tryptischen Gelatineverflissigung'). 


Von 
Sven Palitzsch und L. E. Walbum. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 22. Oktober 1912.) 


Mit 8 Figuren im Text. 


1. Einleitung. 

Zu einer vergleichenden Untersuchung der proteolytischen 
Wirkung verschiedener Fliissigkeiten wurde Fermis Gelatine- 
methode benutzt, und zwar diejenige Modifikation, die 
Th. Madsen und L. E. Walbum mehrere Jahre hindurch 
bei einer Reihe von nur teilweise publizierten Versuchen?) im 
staatlichen Seruminstitut in Kopenhagen angewandt haben. 
Die ersten durch diese — im folgenden auseinandergesetzte — 
Methode ausgefiihrten Versuche iiber den EinfluB der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die tryptische Gelatinespaltung gaben 
indessen das ganz unerwartete Resultat, dab die proteolytische 
Wirkung, die als eine Abnahme der Erstarrungsfaihigkeit der 
Gelatine sich zu erkennen gab, sich desto stirker zeigte, je alkali- 
scher die Versuchsfliissigkeit war. Da bei dem hier besprochenen 
Prozeb, der im folgenden der Kiirze halber ,,Gelatineverfliissigung~ 
benannt wird, eine enzymatische Spaltung sicherlich stattfindet, 
muBte das obengenannte Versuchsresultat wahrscheinlich von 
Fehlern der Methode herriihren. 


1) Wird gleichzeitig in franzésischer Sprache in den Compt. rend 
du Lab. de Carlsberg 9, 200, 1912 veréffentlicht. 
2) Siehe Arrhenius, Immunochemie, S. 46 ff. 1907 
Biochemische Zeitachrift Band 47. 1 
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Da die Gelatinemethode iibrigens sich sehr gut bewahrt 
hat — besonders wenn es sich um den Nachweis oder die Be- 
stimmung sehr kleiner Proteasemengen handelt —, und da das 
Verfahren bei klinischen und bakteriologischen Untersuchungen 
eine ausgedehnte Anwendung findet, erschien eine Erlauterung 
und Berichtigung eventueller Fehlerquellen wiinschenswert. 
Eine solche unserem Zwecke entsprechende Untersuchung haben 
wir durchzufiihren versucht, indem wir als proteolytisches Enzym 
.Pankreatin, Rhenania“* verwendet haben. Obwohl es uns nicht 
gelungen ist, die vielen merkwiirdigen Verhiltnisse, die die 
Gelatineverfliissigung darbietet, zu erkliren, glauben wir doch 
feststellen zu kénnen, daB der oben beriihrte Mange! der 
Methode hauptsichlich davon herriihrt, daB die Erstarrungs- 
geschwindigkeit der Gelatine von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Lésung abhangig ist oder jedenfalls sein kann. 
Der Fehler la8t sich daher ohne groBe Miihe vermeiden: man 
hat einfach durch eine passende ..Neutralisation“ dafiir zu 
sorgen, daB die Erstarrungsfahigkeit aller Proben derselben 
Versuchsreihe immer bei ein und derselben Wasserstoffionen- 
konzentration untersucht wird. 

Bei Versuchen iiber den EinfluB der Wasserstoffionenkon- 
zentration auf den in Rede stehenden proteolytischen Prozef 
ist die Methode, wie es im folgenden naiher besprochen werden 
wird, in noch einem Punkte zu andern: es ist naimlich not- 
wendig, einen passenden ,,Puffer* zuzusetzen, um die Wasser- 
stoffionenkonzentration der verschiedenen Versuchsfliissigkeiten 
konstant zu halten. 

Mittels der auf diese Weise geiinderten Methode haben wir 
die optimale Wasserstoffionenkonzentration der tryptischen Ge- 
latineverfliissigung bei verschiedenen Temperaturen bestimmt 
und dadurch im Anschlu8 an die von S. P. L. Sérensen’) 
dargelegten Anschauungen und in gutem Einklang mit den 
kiirzlich von J. Boselli*) publizierten Versuchen iiber die In- 
ulasewirkung eine deutliche Abhangigkeit der Versuchstempe- 
ratur von der optimalen Wasserstoffionenkonzentration nach- 
weisen kénnen, indem diese letztere von ca. 10~%* — bei der 
Versuchstemperatur 30° — mit zunehmender Temperatur ziem- 





1) Diese Zeitschr. 21, 283, 1909 und Ergebnisse der Physiol. 12, 1912 
2) Annales de I|’'Inst. Pasteur 25, 695, 1911. 


ee te tee 





ate 








Optimale Wasserstoffionenkonzentr. b. d. trypt. Gelatineverfliissigung. 3 


lich erheblich gegen den Neutralpunkt hin verschoben wird, 
so daB sie bei 55° bei ca. 10-8 liegt. 

Obwohl Bestimmungen der optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration der tryptischen Gelatineverfliissigung bisher noch 
nicht vorliegen, finden sich doch einzelne Angaben in Betreff 
der proteolytischen Spaltung anderer Substrate in der Literatur. 
So hat z. B. Kurt Meyer’) fiir Casein und Bakterienproteasen 
(von Prodigiosus und Pyocyaneus) bei 37 bis 38° ein Optimum 
bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 10—7** fiir Casein 
und Trypsin-Griibler bei derselben Temperatur bei ca. 10—° 
gefunden. L. Michaelis und H. Davidsohn?), welche mit 
Pepton-Riedel und Trypsin-Rhenania arbeiteten, haben bei 
37° 10-8 als die optimale Wasserstoffionenkonzentration an- 


gesetzt. 


2. Die angewandte Methode. 

A. Die historische Entwicklung der Methode. 

Zu seinen Untersuchungen iiber proteolytische Enzyme be- 
nutzte Fermi*) Gelatine statt Fibrinflocken, die friiher zum 
Nachweis dieser Enzyme angewandt wurden. Eine durch ge- 
linde Erwairmung hergestellte Losung von 5 bis 10°/,iger ge- 
wohnlicher Gelatine in Wasser, das mit etwas Thymol bzw. 
Chloroform versetzt ist, wird in noch fliissigem Zustande in 
kleine Reagensglischen gefiillt, so daB sie nur etwa ein Drittel 
des Glases einnimmt. Nach Erstarrung der Gelatine werden 
einige wenige Kubikzentimeter Enzymlosung darauf gegossen, 
und nach einigen Stunden oder am nichsten Tage ist dann 
die Gelatine ganz oder zum Teil verfliissigt, sofern die be- 
treffende Enzymlésung die Gelatine hat spalten konnen. 

Bei quantitativen Untersuchungen maB Fermi die Hohe 
der verfliissigten Gelatineschicht. Diese Messung ist jedoch 
eine zu ungenaue, um fiir feinere Untersuchungen einen brauch- 
baren Ausdruck der Enzymwirkung zu liefern. Der grébte 
Nachteil besteht hier darin, daB Enzym und Gelatine einander 
bloB in einer Fliche beriihren, weshalb die bereits gespaltene 
Gelatine die Wirkung des Enzyms hemmen kénnte, ebenso 


1) Diese Zeitschr. 32, 275 und 276, 1911. 
2) Diese Zeitschr. 36, 280, 1911. 


3) Arch. f. Hygiene 12, 242, 1891 und 55, 142, 1906 
|* 
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wie Diffusion und ahnliche Verhaltnisse von Belang sein kénnen. 
Diese Fehler kann man dadurch gréBtenteils vermeiden, daB 
man die Enzymlésung mit der fliissigen Gelatine vermischt 
und die Versuche bei so hohen Temperaturen ausfiihrt, daB8 
die Gelatine nicht erstarrt. Nach Verlauf einer bestimmten 
Zeit wird die Mischung abgekihlt; eine enzymgespaltene Gelatine 
erstarrt dann langsamer oder gar nicht. Schon in seinen ersten 
Abhandlungen beschreibt Fermi diese Anderung als besonders 
vorziiglich zur Untersuchung fester enzymhaltiger Partikel'), 
bringt sie aber nur bei einigen Versuchen iiber den EinfiuB 
der Sauren auf Bakterienproteasen*) in Anwendung. Erst viele 
Jahre spiater, nachdem die fliissige Gelatine von Duclaux, 
Malfitano, Madsen und Walbum und mehreren anderen be- 
nutzt war, betont Fermi‘) sehr stark die Nachteile der An- 


wendung der fliissigen Gelatine. Fermi war es niamlich vor 


allen Dingen an dem Nachweis ganz kleiner Enzymmengen 
gelegen, und in solchem Falle ist selbstverstandlich die erstarrte 
Gelatine vorzuziehen, weil die geringen Enzymspuren an der 
Oberfliche konzentriert werden kénnen. 

Wird die Methode in dieser Anderung ausgefiihrt, so kann 
die Menge der gespaltenen Gelatine selbstverstandlich nicht in 
derselben Weise wie oben gemessen werden. Es ist aber leicht, 
die Methode zu quantitativen Messungen geeignet zu machen. 
Man hat dann nur die Enzymlésung in verschiedenem Mabe 
zu verdiinnen und darnach denjenigen Verdiinnungsgrad zu 
ermitteln, der in einer bestimmten Zeit die Erstarrungsfihig- 
keit der Gelatine eben aufzuheben imstande ist. Dieser Ver- 
diinnungsgrad gibt auBerdem einen viel korrekteren Ausdruck 
der Starke der Enzymlésung als die urspriingliche Methode. 
weil die Verdauung hier bis zu demselben Punkt in der- 
selben Zeit geht, nur mit mehr oder minder verdiinnten 
Enzymlésungen. In dieser Modifikation wurde Fermis Methode 
von Madsen und Walbum benutzt; iibrigens findet die Methode 
in sehr verschiedenen Anderungen bei klinischen und bakterio- 
logischen Untersuchungen hiufig Anwendung. 


1) Arch. f. Hygiene 12, 260, 1891 
2) Arch. f. Hygiene 14, 20, 1892. 
3) Arch. f. Hygiene 55, 173, 1906 
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B. Der EinfluB verschiedener Faktoren auf die Ge- 
nauigkeit der Methode. 

Bei den einleitenden Versuchen iiber die Bedeutung der 
Wasserstoffionenkonzentration fiir die tryptische Gelatinever- 
fliissigung ergab sich, wie bereits in der Einleitung erwahnt, 
daB die alkalischsten Gelatinelésungen am schnellsten die Er- 
starrungsfaihigkeit einbiiBten; es lieB sich keine Optimalwasser- 
stoffionenkonzentration fiir die Enzymwirkung nachweisen. Da 
es wenig wahrscheinlich war, daB es keine solche Optimalkon- 
zentration gabe, und wie es auch nicht zu vermuten war, da 
diese bei einer noch niedrigeren Wasserstoffionenkonzentration 
lage, als der bei den Versuchen angewandten, so war die Ur- 
sache folglich in Fehlern der benutzten Methodik zu suchen. 
Unter den méglichen Fehlerquellen haben wir unsere Aufmerk- 
samkeit auf die nachstehenden vier gerichtet. 

a) Die Abhangigkeit der Erstarrungsgeschwindig- 
keit von der Wasserstoffionenkonzentration. In den 
obengenannten einleitenden Versuchen erfolgte die Erstarrung 
der Gelatine nach der Verdauung bei denselben Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen wie die wahrend der Verdauung vor- 
handenen. Wie es im Abschnitt 3E (S. 26) durch eine Reihe 
Versuche naher erértert werden wird, erstarrt eine stark alkali- 
sche Gelatinelésung langsamer als eine neutrale'). Dieses wird 
verursachen, daB die alkalischste Gelatinelésung lingere Zeit 
hindurch fliissig bleibt, als die weniger alkalischen, selbst wenn 
sie so wenig gespalten ist, daB sie viel schneller erstarren wiirde, 
wenn nur die Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Er- 
starrung die gleiche in allen Proben gewesen wire. Dieser 
Fehler der Methode ist durch Neutralisation samtlicher Mischungen 
nach der Verdauung und unmittelbar vor der Abkiihlung leicht 
zu vermeiden. 

Gleich nach Einfiihrung dieser Verbesserung konnte ein 
deutliches Optimum ermittelt werden, da jetzt die alkalischsten 
Lésungen erst nach sehr langer Verdauung die Erstarrungs- 
fahigkeit einbiiBten. 


1) Beinahe alle friiheren Untersuchungen iiber den Einfiu8 zugesetzter 
Stofie auf die Erstarrungsfaihigkeit der Gelatine wurden mit Salzen und 
nicht mit Séuren oder Basen angestellt. 
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Spatere Versuche zeigten allerdings, daB die Gegenwart 
der Borsiure, die wir der Gelatine aus anderen Griinden zu- 
setzten (siehe S. 8), den Unterschied der Erstarrungsfihigkeit 
zwischen einer alkalischen und einer neutralen Gelatinelésung 
in hohem Grad vermindert; selbstverstindlich ist es aber immer 
am richtigsten, wenn der Spaltungsgrad der einzige Faktor ist. 
der wahrend der Erstarrung in derselben Reihe von Proben ver- 
schieden ist, und wir haben deswegen bei allen Hauptversuchen 
siimtliche Proben vor der Erstarrung neutralisiert. 

b) Spaltung der Gelatine durch Hydroxylionen. 
Wie bekannt, wird die Erstarrungsfahigkeit der Gelatine durch 
lange dauerndes Kochen — namentlich in alkalischer oder 
saurer Lésung — sehr betrachtlich vermindert’). 

Dieser Vorgang, der sich auch bei niedrigeren Temperaturen 
abspielt, obgleich in geringerem MaBe, wird bewirken, dab die 
alkalischsten Lésungen eine langere Erstarrungszeit haben als 
die der enzymatischen Spaltung der Gelatine entsprechende, 
und das aus den Versuchen hervorgehende Optimum wird bei 
einer niedrigeren Wasserstoffionenkonzentration (einer alkali- 
scheren Lésung) als der der optimalen Enzymwirkung ent- 
sprechenden liegen. Wahrend der verhaltnismaBig kurzen Zeiten 
und bei den Wasserstoffionenkonzentrationen, die wir bei un- 
seren Hauptversuchen benutzt haben, wird diese Wirkung doch 
nicht groB genug sein, um das Ergebnis der Messung beeinflussen 
zu kénnen. (Vergleiche die Versuche S. 29.) 

c) Widerstand der genuinen Proteine gegeniiber 
der Trypsinwirkung. Gewisse genuine Proteine, wie z. B. 
Serumalbumin und EiereiweiB, vermag das Trypsin nur 
schwierig anzugreifen*). Eine kurzdauernde Erhitzung oder 


1) Siehe z. B. P. Schroeders umfassende Arbeit, Zeitschr. f. 
physikal. Chem. 45, 75, 1903. Man erinnere sich, daB die Versuche 
Schroeders nur feststellen, daB die Gelatine bei Gegenwart der zu- 
gesetzten Stoffe durch Kochen in ungleichem Grad gespalten wird, wo- 
gegen er iiber die verschiedenen Erstarrungsgeschwindigkeiten der mit 
verschiedenen Stoffen versetzten Gelatine gar nichts aufklart. Z. B. ist 
nicht ersichtlich, ob die Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Er- 
starrung Einflu8 auf die Erstarrungsgeschwindigkeit hat. Die gemessenen 
Geschwindigkeiten beziehen sich namlich auf Gelatine, die in sehr un- 
gleichem Grad gespalten ist, mithin auf verschiedene Stoffe. 

2) Siehe Abderhalden, Biochem. Handlexikon 5, 590, 1911, wo 
die betreffende Literatur angefiihrt ist. 
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Stehen mit Saéuren oder Basen geniigt indes oft, um diese 
Proteine in solcher Weise umzuwandeln, daB sie leicht vom 
Trypsin weiter abgebaut werden. Die Moglichkeit lag daher 
vor, daB die frische Gelatine nicht enzymatisch gespalten 
wiirde, ehe sie durch die Einwirkung von Hydroxylionen eine — 
vielleicht nur ganz geringfiigige — Verianderung erlitten hatte. 
Da diese letztere Wirkung voraussichtlich mit steigender 
Hydroxylionenkonzentration vergréBert wiirde, so wiirden die 
am meisten alkalischen Mischungen zuerst vom Trypsin beein- 
fluBt werden und infolgedessen am schnellsten die Erstarrungs- 
fihigkeit verlieren, obwohl die Enzymspaltung fiir sich allein 
in diesen nicht so schnell vor sich gehen wiirde als in jenen, 
wo der niedrigeren Hydroxylionenkonzentration wegen die Wider- 
standsfahigkeit der Gelatine gegeniiber der Wirkung des Tryp- 
sins erst viel spiter vernichtet werden wiirde. 

Auch dieser Vorgang wiirde den gefundenen Optimalpunkt 
gegen die alkalische Seite hin verschieben; wenn man aber 
als Substrat eine Gelatinelésung benutzte, die vor dem Zusatz 
des Enzyms von Natriumhydroxyd gespalten war, wiirde dieser 
Fehler sehr geringfiigig sein. Zwei Versuchsreihen, teils mit 
frischer Gelatine, teils mit durch 0,04 n-Natriumhydroxydlésung 
bei 37° in 20 Stunden gespaltener Gelatine, zeigten etwa die- 
selbe optimale Wasserstoffionenkonzentration (vgl. Tabellen X 
und XI), so daB es demnach wohl kaum anzunehmen ist, daB 
die frische Gelatine einen erheblichen Widerstand gegeniiber 
der Trysinwirkung leistet. 

d) VergréBerung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration wahrend des Abbaus der Gelatine. Wenn Pro- 
teinstoffe durch Enzyme oder Hydroxylionen abgebaut werden, 
wird das basenbindende Vermégen eine Anderung erfahren. Eine 
alkalische Proteinlésung wird wahrend eines solchen Abbaus 
allmahlich weniger alkalisch werden, d. i. die Hydroxylionen- 
konzentration wird erniedrigt und folglich die Wasserstoff- 
ionenkonzentration vergréBert'). 

Diese Anderung der Wasserstoffionenkonzentration ist be- 
ziiglich des Trypsins und Witte-Peptons bereits von S. P. L. S6- 
rensen in Enzymstudien I*) erwahnt. T. Brailsford Ro- 

1) Siehe iibrigens S.'P. L.Sérensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 1912 

2) Diese Zeitschr. 7, 97, 1907 und 21, 194, 1909. 
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bertson und C. L. A. Schmidt?) haben die Anderung wahrend 
des Abbaus des Caseins und Protamins durch Trypsin ermittelt, 
und in jiingster Zeit ist diese Anderung bei dem tryptischen 
Abbau der Gelatine durch elektrometrische Messungen im hie- 
sigen Laboratorium bestimmt worden. 

Als Beispiele kénnen die folgenden zwei Versuche heran- 
gezogen werden. Eine Mischung*) von 40 cem ca. 7°/,iger 
Gelatine, 2 ccm n-Natriumhydroxydlésung, 1,4 ccm n-Salzsaure, 
4,6 ccm Wasser und 2 ccm 1°/,iges Trypsin wurde bei 30° 
verdaut, und wahrend der Verdauung wurde die Wasserstoff- 
ionenkonzentration bei derselben Temperatur gemessen. 

Nach 

0 20 30 40 50 60 70 80 90 120 150 
Minuten betrug pq- 

(9,30) 9,02 8,87 8,73 8,60 8,47 8,37 8,29 8,21 8,03 7,91. 


Fiir eine ahnliche Mischung*), die nur 1,2 ccm statt 1,4 n- 
Salzsiure enthielt, betrug py. nach 
0 10 20 30 40 50 60 70 =: 100 Min. 
(9.80) 9,68 9,58 9,48 933 9,24 9,14 9,03 8,65. 


Wenn die Wasserstoffionenkonzentration wahrend des Ver- 
suches sich in so hohem Mabe veranderte, konnte die Be- 
stimmung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration kaum 
eine hinlanglich genaue sein. Ein Zusatz eines sogenannten 
»Puffers“, die dieser Anderung entgegenwirken kénnte, war 
daher notwendig. Als Puffer bei Versuchen iiber die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration der Trypsinwirkung, die ca. 10~° 
betrigt, laBt sich Borsiure vorteilhaft anwenden, da diese, wie 
S. P. L. Sérensen festgestellt hat, eben bei Wasserstoffionen- 
konzentration von ca. 10~* eine sehr erhebliche Pufferwirkung 
ausiibt. Ein Versuch zeigte, daB py- nach Zusatz von 0,2 g/Mol 
Borsiure pro Liter einer der obigen ahnlichen Mischung sich 
im Laufe einer Stunde nur von 9,18 bis 9,16 anderte, ein fiir 
die vorliegende Untersuchung zu vernachlassigender Unterschied. 
Bei den Hauptversuchen wurden deshalb nur Gelatinelésungen, 
die in einem Liter 0,2 g/Mol Borsaure enthielten, benutzt. 


1) Journ. of Biol. Chem. 5, 31, 1908. 
2) Diese Mischung entspricht Nr. 6, Tabelle X. 
3) Diese Mischung entspricht Nr. 5, Tabelle X. 
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3. Die Versuche. 
A. Die benutzten Lésungen. 

Um bei allen Bestimmungen mit derselben Konzentration 
der Gelatine und des Trypsins arbeiten zu kénnen, wurde ein 
fiir allemal eine solche Menge von diesen Stoffen gelést, daB 
sie fiir simtliche Versuche geniigte. 

Die Trypsinlésung. 30 g Pankreatin-Rhenania wurden 
mit 250 ccm Wasser versetzt und nach Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur einige Stunden unter haufigem Schiitteln 
durch Papier filtriert; durch Waschen des Filters und des 
Riickstandes wurde das Volumen der Trypsinlésung auf 300 cem 
gebracht, 10 ccm Toluol zugesetzt, die Lésung geschiittelt und 
im Eisschrank aufbewahrt. Ein voluminéser Niederschlag schied 
sich langsam aus, wurde aber aufgelést, wenn diese 10°/,ige 
Lésung bis zu 1°/, verdiinnt und das Toluol durch einen 
Wasserstofistrom ausgetrieben wurde. Vor der Abpipettierung 
der fiir eine Versuchsreihe nétigen Trypsinmenge wurde der 
ausgeschiedene Niederschlag sorgfiltig in der Fliissigkeit auf- 
geschiittelt, so daB man immer dieselbe Menge Niederschlag in 
der Pipette aufsog. Eine 1°/,ige Losung wurde z. B. durch 
Verdiinnung von 1 ccm mit 9 ccm Wasser dargestellt, und diese 
Losung wurde binnen kurzer Zeit vollstandig klar. 1 ccm einer 
1°/,igen Lésung enthielt 0,87 mg Stickstoff. Die meisten Ver- 
dauungsversuche wurden mit Mischungen, die in 50 cem 2 ccm 
1°/, iger Trypsinlésung enthielten, angestellt; die Konzentration 
des Trypsins war demnach 0,4°/,,; auBerdem wurden Lésungen 
mit 0,2 und 0,1°/,, Trypsin untersucht. 

Die Gelatinelésung wurde aus 1400 g franzdésischer 
Gelatine dargestellt. Nach Aufquellung und Lésung in ca. 2,5 | 
lauwarmem Wasser wurde die sehr zahe Fliissigkeit durch ein 
Sieb gegossen und ca. 2 g in Wasser emulsioniertes Thymol 
und 25 cem ca. 5 n-Natriumhydroxydlésung zugesetzt; die 
Gelatinelésung reagierte auf Lackmuspapier noch schwach sauer. 
SchlieBlich wurde die Lésung mit warmem Wasser bis zu 
4000 ccm aufgefillt und in 200 ccm Medizinflaschen einge- 
gossen, die nach Zukorken im Eisschrank aufbewahrt wurden. 
1 g dieser Gelatine enthielt 45 mg Stickstoff. (Wurden 100 g 
der Gelatinelésung mit 625 ccm Wasser verdiinnt, so ergab 
die Messung von py- den Wert 5,8.) 
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Kurz vor Anwendung der Gelatine wurden 200 g dieser 
35°/,igen Lésung abgewogen und bis zu 1 1 mit Wasser, in 
dem 15,5 g reine Borsiure gelést waren, verdiinnt. Behufs der 
Versuche wurden 40 ccm hiervon weiter bis zu 50 ccm ver- 
diinnt, so daB die Versuchsfliissigkeiten ca. 60 g Gelatine und 
12,4 g Borsiure (—0,2 g/Mol) in 1 | enthielten. 

Die verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen der Mischungen wurden durch Zusatz verschiedener 
Mengen Natriumhydroxydlésung hervorgebracht. Die fiir die 
in den Tabellen III bis [X aufgefiihrten Versuche angewandten 
Mischungen waren aus 40 ccm der letztgenannten borsaure- 
haltigen Gelatinelésung und 2 ccm Trypsinlésung nebst den 
untenstehenden 8 ccm Natronlauge und Wasser dargestellt. 

(1 cem dieser Versuchsfliissigkeit enthielt 7,25 mg Stick- 
stoff.) 


4,0 ccm 0,2 n-Natriumhydroxyd und 4,0 ecm Wasser 


Nr. 1 
» 27,0 » O22 » ” » 1,0 » ” 
» 34,0 » 1 ” » 40 » ” 
» 46,0 » 1 » » 20 » ” 
» 5 80 1 » ’ » OO » ” 
» 6 50 » 2» ” » 30 » ” 
» 7 5,5 » 2 ” » 25 » ” 
» 8 60 » 2 » ” s 26) «@ ” 


Saurere Lésungen als Nr. 1 (pq: = ca. 7,3) wurden nicht benutzt, 
weil die Borséure in solchen Lésungen nicht als Puffer wirkt, und des- 
wegen die Wasserstoffionenkonzentration sich wahrend der Versuche zu 
viel verandern kénnte. 

Die Neutralisationsmischungen, von denen 1 ccm zu 5 ccm 
Gelatinemischung benutzt wurde, enthielten so viel Salzsaure. 
daB die Versuchsfliissigkeiten nach dem Zusatz auf Lackmus- 


papier neutral reagierten’). 

Die in den Tabellen X und XI aufgefiihrten Mischungen bestanden 
aus 40 cem zirka 7°/,iger Gelatine, nur ohne Borséure, und 2 ccm 
1°/,igem Trypsin nebst 2 ccm n-Natriumhydroxyd (die Menge mit- 
gerechnet, mit der die fiir die in Tabelle XI aufgefiihrten Versuche 


1) In den neutralisierten Gelatinemischungen ist freilich ein Unter- 
schied im Gehalt an Natriumchlorid vorhanden; einige Versuche zeigten 
jedoch, daB die hier in Betracht kommenden Salzmengen unter den ge- 
wihlten Versuchsbedingungen keine Anderung der Erstarrungsgeschwin- 


digkeit bewirkten. 


————— 
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angewandte Gelatine vor dem Zusatz des Trypsins behandelt wurde 
und den folgenden Mengen Salzsiure und Wasser. 


Nr. 1 0,0 cem n-Salzsiure und 6,0 ccm Wasser 
r 2 04 -» " ” » 56 -# ” 
» & GD s " r 5,2 
rn 4 1,0 - “ ” - 5,0 “ ” 
» 5 12 » pn» " » 48 
eo @448 » -» » 46 » 
2 bh 2 w - r 44 » 
» 8 1.8 ” = - 4,2? ” " 
9 20 » ” “ r 40 » 


Die entsprechenden Neutralisationsmischungen enthielten so viel 
Salzsiure, daB die ganze zugesetzte Natriumhydroxydmenge neutrali- 


siert wurde. 


B. Messung und Berechnung der Wasserstoffionen- 
und der Hydroxylionenkonzentrationen. 

Alle Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentrationen 
wurden mittels der elektrometrischen Methode ausgefiihrt, wie 
diese gewohnlich im hiesigen Laboratorium’) benutzt wird. Ob- 
gleich die Fliissigkeiten nicht kohlensaiurehaltig waren, wurde 
doch das von Hasselbalch*) konstruierte ElektrodengefaB 
benutzt, da dieses nur eine geringe Menge Lésung erfordert 
und ein schnelles und bequemes Wechseln der Fliissigkeit 
zulaBt. Die Platinelektrode wurde mit Wasserstoff gesiattigt, 
bevor die Fliissigkeit in das Gefa® eingefillt wurde, und 
wahrend der Messung wurde Wasserstoff durchgeleitet. 

Sowohl das ElektrodengefaiB wie auch die Kalomelelektrode 
und die gesattigte Kaliumchloridlésung wurden in einen groBen, 
mit Wassermantel und Quecksilberregulator ausgestatteten Luft- 
thermostat eingestellt. In dem Thermostat war auch eine 
kleine Waschflasche aufgehingt, durch die der Wasserstoff strich, 
um mit Wasserdampf bei der betreffenden Temperatur gesattigt 
zu werden, bevor er durch die Gelatinelésung ging. Die 
Messungen wurden bei 30°, 37°, 45° und 55° ausgefiihrt, eben 
denselben Temperaturen, die bei den Verdauungsversuchen be- 
nutzt wurden. 

Als ,MeBbriicke“ wurden zwei iibereinstimmende Rheo- 
staten und als Nullinstrument ein verschlossenes evakuiertes 


1) 8. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 150, 1909. 
2) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 30, 317, 1910. 
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Capillarelektrometer (nach Luther, Modell Ostwald) an- 
gewandt. 

Die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration ist 
mittels der folgenden Gleichung*) durchgefiihrt: 

ai— My 
Pu ~~ 0.0577 + 0,0002 (t— 18) 
t ist die Temperatur in Celsiusgraden, 2 ist die fiir die Gela- 
tinemischung gemessene Spannung, und az, ist die Spannung 
bei derselben Temperatur von einer Lésung, die 10° = 1 g/Aquiv. 
Wasserstoff als Ionen in 11 enthilt. 

Die Werte von 2, bei verschiedenen Temperaturen wurden 
jiingst mit groBer Genauigkeit von R. Koefoed?*) bestimmt. 
a, bei 30°, 37°, 45° uud 55° wurden durch graphische Inter- 
polation der Zahlen R. Koefoeds zu bzw. 0,3364, 0,3355, 
0,3340, 0,3309 Volt gefunden. (Bei denselben Temperaturen 
ist der Nenner des obenstehenden Bruches 0,0601, 0.0615, 
0,0631, 0,0651.) 

Da das Produkt der Wasserstoff- und der Hydroxylionen- 
konzentration in wasseriger Lésung bei konstanter Temperatur 
gleich ist, kann die eine Konzentration aus der anderen be- 
rechnet werden, wenn dieses Produkt, die sogenannte Disso- 
ziationskonstante des Wassers, bekannt ist. 

Im Carlsberg Laboratorium ist diese Konstante bisher 
nur fiir 18° bestimmt worden. Bei dieser Temperatur ist als 
Mittelzah] einer groBen Reihe Messungen 10-14 gefunden. 
Von diesem Wert ausgehend, laBt sich die Konstante bei an- 
deren Temperaturen mittels der thermodynamischen Gleichung 
fiir Reaktionsisochoren berechnen, wenn die Dissoziationswarme 
sowie die Abhangigkeit derselben von der Temperatur be- 
kannt sind. 

Mittels einer solchen Berechnung, deren Einzelheiten hier 
zu erértern zu weit fiihren wiirde, findet man, daB die Disso- 
ziationskonstante [== 10—(?a + Pox’)] 

bei 30° 37° 45° 55° 
10—13,73 10—13,52 10—13,29 10—13,02 betragt. 


1) §. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 153 und 160, 1909 

2) Die Resultate sind vorlaufig nur bei K. A. Hasselbalch und 
Chr. Lundsgaard, diese Zeitschr. 38, 81, 1912 und S. P. L. Sérensen, 
Ergebn. d. Physiol. 12, 1912 veréffentlicht. 
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Der Hydroxylionenexponent — poy’ — ist miihelos auf- 
zufinden; man subtrahiert nur den Wasserstoffionenexponent 
— Pq — von den oben ausgerechneten Exponenten. 


In Tabelle I sind die Werte fiir pg- und in Tabelle II 
die entsprechenden Werte fiir poy bei den Temperaturen 30°, 
37°, 45°, 55° fiir die S. 10 genannten, 0,4°/,, wirksames 
Trypsin enthaltenden Mischungen aufgestellt. 

Bei 45° wurden zwei Messungen der Wasserstoffionenkonzentration 
in 0,1°/99 Trypsin enthaltenden Lésungen ausgefiihrt; da die Enzym- 
losung schwach sauer, war pq: hier ein wenig gréBer als in den ent- 
sprechenden Mischungen mit 0,4°/), Trypsin. Der Unterschied war je- 
doch so gering, daB die Werte von pq: fiir die tbrigen Mischungen, 
sowie fiir die 0,2/5) Trypsin enthaltenden Mischungen mit hinlainglicher 
Genauigkeit hieraus berechnet werden konnten. Der Unterschied 
zwischen den Werten — im pg ausgedriickt — der Mischungen mit 
0.19/59 und derjenigen mit 0,4°9/o) Trypsin betrug 0,04 und 0,07. Die 
Werte von pg: fiir die iibrigen Mischungen mit 0,1°/99 Trypsin sind 
daher durch Addition von 0,05 zu den fiir die Lésungen mit 0,4°/ 
Trypsin gemessenen Werten berechnet. Fiir die Lésungen mit 0,2°/o 
Trypsin sind die in den Tabellen VII und VIII angegebenen Werte 
durch Addition von 0,03 zu den fiir Gelatinemischungen mit 0,4°/ 99 
Trypsin gemessenen pq: berechnet. 

In Tabelle I ist auBerdem der Betrag der Anderung bei- 
gefiigt, die die Wasserstoffionenkonzentration nach der fiir die 
verschiedenen Verdauungsversuche verwendeten Zeit erfahren 
hat. Aus der Tabelle erhellt, dab die zugesetzte Borsiure die 
Anderung so stark vermindert hat, daB dieselbe bei der Be- 
stimmung der Optimalzone zu vernachlassigen ist. Abgesehen 
von einzelnen Ausnahmen, betrigt die Anderung nur 0,025 
oder darunter, was etwa 1,5 Millivolt in der gemessenen Span- 
nung entspricht. 

Obschon die Wasserstoffelektrode vor der Messung mit 
Wasserstoff gesittigt wird, verflieBen dennoch einige — bis- 
weilen bis zu 20 — Minuten, ehe die gemessene Spannung 
die der Wasserstoffionenkonzentration entsprechende GroBe er- 
reicht, und im Laufe dieser Zeit wird sich py- bereits veran- 
dert haben; da die Anderung aber beinahe proportional der 
Zeit verlauft') — jedenfalls zu Anfang der Verdauung und bei 
den hier benutzten Wasserstoffionenkonzentrationen —, so laBbt 
sich py in dem Augenblick, wo Gelatine und Trypsin gemischt 


1) Vgl. S. 8 
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wurden, ohne Schwierigkeit berechnen. In Tabelle I sind die 
fiir den Anfang des Versuchs berechneten Werte zusammen- 
gestellt, und dieses py-, vermindert um die beigefiigte Differenz, 
gibt dann py. beim SchluB des Versuchs. 

Behufs der Versuche mit Gelatine ohne Borséiure wurden 
die elektrometrischen Messungen in Mischungen mit gekochtem 
Enzym ausgefiihrt. Die so gemessenen Wasserstoffionenkon- 
zentrationen waren beinahe dieselben wie die durch Extra- 
polation gefundenen Anfangskonzentrationen einiger entsprechen- 
den Mischungen mit wirksamem Enzym. 


C. Die Ausfiihrung der Versuche. 


In je 100 ccm fassende Kjeldahlkolben von Jenaglas 
wurden 40 ccm der verdiinnten borsiurehaltigen Stammgelatine 
nebst 8 ccm der S. 10 genannten Mischungen von Wasser 
und Natriumhydroxydlésung abgemessen. Nach ca. 20 Minuten 
Vorwirmen wurden 2 ccm Trypsinlésung zugesetzt und die 
Mischung gut geschiittelt. Wiahrend der Verdauung standen 
die Mischungen in einem Wasserthermostat, der mit einem 
Toluolregulator und elektrisch betriebenen Riihrer versehen war. 

Das Trypsin wurde nicht vorgewarmt, da einige Versuche 
zeigten, daB die Abkiihlung durch Zusatz der kalten Enzym- 
lésung sehr gering war, und daB die Temperatur in weniger 
als 1 Minute ausgeglichen wurde. Vorwairmen des Enzyms 
wird auBerdem eine Unsicherheit in der Untersuchung verur- 
sachen, weil das Trypsin bereits bei 37° in erheblichem 
MaBe zerstért wird. Da das Enzym nicht gleichzeitig allen 
Mischungen zugesetzt werden kann, sondern dies in Zwischen- 
raumen von je */, Minute zu erfolgen hat, so wiirde die wirk- 
same Enzymmenge in den letzten Proben geringer sein als in 
den ersten. 

Nach Verlauf der in den Tabellen aufgefiihrten Zeiten’) 
wurde jeder Mischung eine Probe von 5 ccm entnommen und 
in diinnwandige Reagensglaser (Durchmesser 21 bis 22 mm) 
abpipettiert, die 1 ccm Neutralisationsmischung (siehe S. 10) 


1, Die Entnahme der Probe wurde 5 Sekunden vor Ablauf der 
Reaktionszeit in Angriff genommen; die Einfiihrung in das Reagensglas 
und das Schiitteln waren gewdhnlich weniger als 5 Sekunden nach dem 
Verlauf der angegebenen Zeit vollzogen. 





Mn ge mea 
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enthielten und mindestens 10 Minuten in einer Mischung von 
Eis und Wasser gestanden hatten. Nach gutem Schiitteln 
wurde die neutralisierte Gelatinemischung 15 Minuten lang 
ohne Schiitteln abgekiihlt, wonach die Konsistenz beurteilt 
wurde. Um Kurven iiber die Versuchsergebnisse zeichnen zu 
kénnen und um die Ubersicht zu erleichtern, ist diese Beurteilung 
in Zahlen ausgedriickt. 

Die Zahlen, die angeben, in welchem Grade die Erstar- 
rungsfahigkeit der Gelatine abgenommen hat, und daher einen 
Ausdruck der GréBe der stattgefundenen proteolytischen Spal- 
tung geben, werden der Kiirze halber der ,,Verfliissigungsgrad“ 
benannt. Der Verfliissigungsgrad 


0 bedeutet vollstindig starr; der Gelatineklumpen wird 
selbst durch kraftiges Schiitteln nicht losgemacht. 

1 bedeutet starr; durch starkes Schiitteln kann ein wenig 
losgerissen werden. 

2 bedeutet starr; wird aber leichter zerrissen. 


3 ” starr; die Oberfliche bewegt sich beim Schiitteln. 
4 ” wird leicht zerrissen. 

5 “ beinahe weich. 

6 ” weich. 

7 ” sehr weich. 

i “ beinahe halbfliissig. 

9 ” halbfliissig. 

10 . dickfliissig. 

11 ” beinahe fliissig. 

12 ” diinnfliissig. 


Der Unterschied zwischen diesen Werten, deren Bestim- 
mung auf einer persénlichen Schitzung beruht, konnte allzu 
unbedeutend erscheinen, um nur einigermaBen sicher beobachtet 
werden zu kénnen. Bei den Versuchen ergab sich jedoch, dah 
man bei einer einzelnen Reihe Proben zweifellos feststellen 
konnte, ob eine Probe weicher oder starrer als die vorige war, 
und daB keineswegs zu viele Grade aufgestellt waren. Wie 
jede Bestimmung, die schiatzungsweise entschieden wird, er- 
fordert auch diese einige Ubung, um eine gleichartige Ablesung 
zu ergeben. Fiir verschiedene Reihen Gelatineproben kann 
die Bestimmung allerdings etwas variieren, so daB man sich 
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nicht darauf verlassen kann, daB z. B. die Zahl 4 auch bei 
anderen Versuchen, an einem anderen Tag gemacht, ganz der- 
selben Konsistenz entspricht; jedoch ist dieser Unterschied der 
Beurteilung nicht gréBer, als daB die den Zahlen 0, 1, 3, 6, 
9, 11, 12 entsprechenden Verfliissigungsgrade mit Sicherheit 
auseinander gehalten werden k6nnen. 

Wie man sehen wird, laiBt sich die Messung durch diese 
Methode iiberaus leicht und schnell ausfiihren: Borsiaure- 
haltige Gelatinelésungen mit bekannter Wasserstoff- 
ionenkonzentration werden auf die gewiinschte Tem- 
peratur erwairmt; das Enzym wird dann zugesetzt, 
und nach Verlauf einer passenden Zeit werden 5 ccm 
jeder Lésung entnommen und in Reagensglaser ab- 
pipettiert, die im voraus abgekiihlt sind und 1 cem 
einer solchen Salzséurelésung, die die 5 ccm Gelatine- 
mischung neutralisieren kann, enthalten. Nach Stehen- 
lassen im Eiswasser wahrend 15 Minuten werden die 
Gliser herausgenommen und der Verfliissigungsgrad 
beurteilt. 

Diese Methode, die fiir Untersuchungen geringer Enzym- 
wirkungen besonders geeignet ist, besitzt zugleich den Vor- 
zug, daB der Puffer, der nétig ist, um die Wasserstoffionen- 
konzentration wahrend der tryptischen Spaltung unverandert 
zu halten, ihre Benutzung nicht erschwert. Wegen dieses zu- 
gesetzten Puffers kann die Formoltitrierung zur Untersuchung 
proteolytischer Spaltungen, die bei einer dem Optimum der 
Gelatinefliissigung entsprechenden Wasserstoffionenkonzentration 
(Py: == ca. 9) stattfinden, nicht leicht benutzt werden. Bei der 
Formoltitrierung titriert man namlich, bis die zu untersuchende 
Fliissigkeit beinahe eben diese Wasserstoffionenkonzentration 
bekommt, und ein Puffer, der die Wasserstoffionenkonzentration 
wihrend der Verdauung unveraindert bewahrt, wird dann 
meistens verursachen, daB die Wasserstoffionenkonzentration 
wahrend der Titrierung sich durch Zusatz der Natriumhydroxyd- 
lésung nur sehr wenig andert; mit anderen Worten, die Ti- 
trierung wird unscharf. 

Bei der Untersuchung der Gelatineverfliissigung kommt 
iibrigens noch ein Verhaltnis hinzu, daB die Anwendung der 
Gelatinemethode rechtfertigt. Wiahrend der Zeit, in der die 
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Gelatine so umgewandelt wird, da8 die Erstarrungsfahigkeit 
verloren geht, werden nimlich so wenige Peptidbindungen auf- 
gespalten, daB die Formoltitrierung in diesem speziellen Falle 
nicht so deutliche und genaue Resultate wie die Beurteilung 


des Verfliissigungsgrades geben kann. 

Das folgende Beispiel wird dieses Verhaltnis naher erlautern. Eine 
Mischung von & < 40 ccm ca. 7°/jiger Gelatine (200 g Stammlésung auf 
1000 cem verdiinnt), 8 >< 1,1 ecm n-Salzséiure, § =< 2,0 cem n-Natrium 
hydroxydlésung, 8 >< 4,9 com Wasser und 8 =< 2,0 cem 1°/,iger Trypsin 
lésung wurde bei 30° in der unten angegebenen Anzahl Minuten ver 
daut. Dieser Mischung wurde kein Puffer zugesetzt und folglich andert 
sich die Wasserstoffionenkonzentration waihrend der Verdauung. 20 ccm 
der verdauten Mischung wurden mit 20 ccm Wasser verdiinnt, neutrali 
siert und mit 0,2 n-Natronlauge formoltitriert?). 


Minuten . 0 30 34 40 50 60 
ee .100 96 — 95 93 92 
eem 0,2n-NaOH beider 
Formoltitrierung ver- 
verwendet .... 2,2 2,5 _ — — 2,8 
Verfliissigungsgrad . . 0 2 5 8 12 12 


D. Tabellen und Kurven. 

In den Tabellen III bis IX sind die Ergebnisse unserer 
sieben Versuchsreihen zusammengestellt, die die Lage der opti- 
malen Wasserstoffionenkonzentration bei den Temperaturen 30°. 
37°, 45° und 55° bestimmen. Die Enzymkonzentration der 
ersten vier Versuche betrigt 0,4°/,., der nichsten zwei 0,2°/,, 
und des letzten 0,1°/59. Die Zahlen der obersten, wagerechten 
Reihe geben die Verdauungszeit in Minuten, die Nummern in 
der ersten senkrechten Kolonne beziehen sich auf die Mischungen 
von Natriumhydroxyd und Wasser (S. 10); fiir jede Mischung 
ist zugleich die Konzentration (durch den Potenzexponentet 
ohne Vorzeichen ausgedriickt) sowohl der Wasserstoffionen als 
auch der Hydroxylionen vermerkt. 

Die Tabellen X und XI zeigen die Resultate der mit 
Gelatine und ohne Borsaure angestellten Versuche, und die fiir 
Py und por angegebenen Werte entsprechen daher nur de: 
zu Anfang des Versuchs bestehenden Wasserstoff- und Hydr- 
oxylionenkonzentration (vgl. S. 8). Bei Tabelle X ist frische 
Gelatinelésung benutzt, bei Tabelle XI dagegen eine Gelatine- 


1) 8S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1907. 
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lésung, die in einer ca. 7°/,igen Lésung 20 Stunden lang bei 
37° unter Einwirkung von 0,04 n-Natriumhydroxyd gestanden 
hatte. 

Die Kurven der Figuren 1 bis 7 sind mit den Werten 
von py als Abszisse und den Verfliissigungsgraden als Ordinate 
gezeichnet. Fiir jede Temperatur sind eine Reihe Kurven ge- 
zeichnet; die einzelnen Kurven sind durch die Punkte gelegt, 
die fiir die gleiche Zeit ermittelt sind, und die Zahlen bei den 
Kurven geben die Reaktionszeit in Minuten. Wie man sehen wird, 
liegt der Scheitelpunkt der Kurven, der der optimalen Wirkung 
entspricht, bei gleicher Temperatur beinahe bei derselben 
Wasserstoffionenkonzentration. Die Fig. 8 zeigt die Verschiebung 
der optimalen Wasserstoffionenkonzentration mit steigender 
Temperatur; py. ist Abszisse und die Temperatur ist Ordinate. 


Tabelle I. 


Die Wasserstoffionenkonzentration, in py- ausgedriickt, der benutzten 
Gelatinemischungen und die Anderung des pg- wahrend der Verdauung. 





Nr. 1 , 


ecm n-NaOH in 50 ccm | 
Mischung ..... .]0,8 |1,4 (4,0 60 80 10,0 (11,0 (12,0 





po. -.-. . - 47,44 |7,84 |8,76 (9,18 |9,61 |10,25 |10,98 |11,86 
Anderungnach5(’ 0,011) — 0,017,0,0200,010, 0,070, 0,050 0,015 
rs ais do ee - 8,65 |9,08 |9,52 |10,06 |10,70 (11,47 
Anderungnach50’ |0,027 — 0,040 —  — | 0,016 0,028 0,010 
Pu «+ + «+ - §l,e0 7,65 8,57 '9,02 9,43 9,83 |10,45 |11,17 
Anderungnach3(Y {0,026 0,022 0,022 0,017 0,024 0,020 0,020) 0,016 


7,23 {7,60 |8,45 (8,91 | — | 9,77 -- — 


PH ° ee . 6 = 
Anderung nach3(’ j0,017/0,032 0,012 0,018) — | 0,006) — _ 


450 . - 9,06 9,50) — ~ oan 


ee 
(0,1 oo Anderungnach9(’ — |0,012 
[rypsin) 





Tabelle II. 
Die Hydroxylionenkonzentration, in pon’ ausgedriickt, der benutzten 
Gelatinemischungen. 





Nr. l y q 4 5 6 


1] 


Temp.: 30° | 6,29 
»  37°1613) — 
- 45° 6,01 5.64 

55° 15.79 | 5.42 


55 4,12 3,48 
4,00 3,46 
3.86 3,46 
- | $95 


“Ibo ~J)-) 

atten 
—_ 

— =] 


— DD 
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Tabelle III. 
Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 
(0,4°/o, Trypsin; 30°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


20 30 34 38 42 | 46 


0 0 |; O 0 ] 
0 0 1 
0 l : 4 

‘ 2 6 


- 
‘ 


0 
1 
] 8 i { : 6 
0 ‘ } ry 8 4 
0 0 


UVnoannun— 








Tabelle IV. 


Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 
(0,4°o9 Trypsin; 37°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


34 38 


— 
Li) 
7) 


| 


© 


§ 6 
6 
9 


= 


1] 


a a 
PmmwmnwmDWeI 


bo DS PS PS 


10,06 
10,70 | 2, 
11,47 2,05 


Dowwwrmoe | 
dead fend Guid feu ten et 
o_ 


= DO DS DS DO 


6 
0 


~ 








Tabelle V. 
Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 
(0,4°/o9 Trypsin; 45°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


10 14 18 2% 26 





“1D Of m CODD 
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Tabelle VI. 


Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 
(0,4°/o9 Trypsin; 55°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


Zz 
8 


10 | 14) 18 | 22 | 2% 


} « 


» 


a 
> 
4p | 
— 


| 
| 
| 
| 
} 
} 





— Do DO 

pm fed fe fhe 

= £ DS DO DO DO DO 
pad peed pee beh pee 

m DH OO HO LH OO LO 


~ 


AIDS wr 
et et et 
m OS = DO DS DO DO 


— DOC 








Tabelle VIL. 
Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine 
(0,2°/59 Trypsin; 37°.) 





Verdauungszeit in Minuten 
POH’ —__—— 
90 100 120 





6,10 ‘ : : 5 9 


5,74 

4,84 

4,41 

| 3,97 

10,09 3,43 
10,73 2,79 
11,50 | 2,02 


i 


DO DO DO LO 


— 








Tabelle VIIL 
Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine 
(0,2°%o9 Trypsin; 45°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


“x 


40 50 60 70 


SKN Nw © 
D331 So 


oe & 
Oo = aS 
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Tabelle IX. 
Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine 
(0,1°/o9 Trypsin; 45°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


PH’ POH’ 
J 60 80 100 120 140 








7,33 5,96 5 
7,70 5,59 
8,62 
9,06 
9.50 
9.88 
10,50 
11,22 








Tabelle X. 
Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten borsdurefreien Gelatine 
(0,4°%/o9 Trypsin; 30°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


‘| 30 | 32 | 34 | 36 | 38 42 | 44 | 46 


0 | 0 0:0 
0 0 
4 4 
5 6 
6 6 
6 6 
4 _— 
0 ne 
0 — 








Tabelle XI. 
Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten, borsiurefreien, teilweise 
natrongespaltenen Gelatine. 
(0,4°/o9 Trypsin; 30°.) 





Verdauungszeit in Minuten 


w 
— 


12 15 


ee 
MmoMwnwonwwo=— 
ee 

NOM MNMOND 


- | 
roa | 
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Fig. 1. Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 0,4°/ 9 


E, Trypsin; 30°. (Verdauungszeit: 20—30—38—42—46—50 Minuten.) 


12 


Verfllissigungsgrad 





Pu 7 8 9 10 Vi 12 
Nr 1 2 3 4 5 6 ? 8 


Fig. 2. Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 0,4°/ 


Trypsin; 37°, (Verdauungszeit: 14—22—26—34—38—42 Minuten. 
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Verfliissigungsgrad 





12 





Pu 8 "1 
Nr. 1 2 3 5 6 7 8 


Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 0,4°/), 


Fig. 3. 
(Verdauungszeit: 14—18—22—26 Minuten.) 


Trypsin; 45°. 


Verfliissigungsgrad 








11 12 





Pr 7 8 ° 10 
Nr. 1 2 3 4 § 6 7 


Fig. 4. Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 0,4°/55 
Trypsin; 55°. (Verdauungszeit: 14—18—22 Minuten 
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© rs) 


a 


Verflissigungsgrad 





Pue 7 8 ) 10 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 


Fig. 5. Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 0,2°/9 
(Verdauungszeit: 70—90—100—120 Minuten.) 


Trypsin; 37°. 











12 
1 
2 
2 
= 
& 
% 
_— 
e 6 
2 = = 
Py 7 8 9 10 "1 12 
Nr. 1 2 3 4 5 . 8 
Fig. 6. Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine. 0,2°/g9 
Trypsin; 45°. (Verdauungszeit: 30—40—50—60—-70—80 Minuten.) 
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Verfliissigungsgrad 





Pu 9 o 
Nr. 1 2 3 


po 
a 
o 
Oo 
o 


0,1° 


00 


Fig. 7. Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten Gelatine 
Trypsin; 45°. (Verdauungszeit: 60—80—120—160 Minuten.) 
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Fig. 8. Die Verschiebung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration 
mit steigender Temperatur. 
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E. Versuche iiber die Bedeutung der Hydroxylionen 
beziiglich der Erstarrungszeit. 

DaB es notwendig ist, die Erstarrung bei derselben Wasser- 
stoffionenkonzentration vor sich gehen zu lassen, oder anders 
gesagt, die Mischung vor der Abkiihlung zu _neutralisieren, 
zeigten gleich die einleitenden Versuche. Dies erhellt aus den 
folgenden zwei Beispielen. . 

Zu 40 cem einer 7°/,igen Gelatine, die 20 Stunden lang 
bei 37° in 0,04 n-natronhaltiger alkalischer Lésung (1,6 ccm 
n-Natriumhydroxyd in 40 ccm entsprechend) gestanden hatte. 
wurden die unten angegebenen Mengen Salzsaure nebst Wasser 
und Trypsinlésung zugesetzt, so da das gesamte Volumen 
50 cem betrug. Die iibrigen Versuchsdaten sind in der Tabelle XII 
angegeben. 

Tabelle XII. 
Der Verfliissigungsgrad der trypsinverdauten borsaurefreien Gelatine 
30°), teils ohne Neutralisation (3,2°/9, Trypsin), teils mit Neutralisation 
(0,8°/o99 Trypsin). 








: Ohne Neutralisation Mit Neutralisation 
Verdaut in Minuten geen wee. Set . 
5 10 15 30 25 35 50 
eem n-Salzsaéure 

0,0 6 12 12 12 2 5 9 

0,4 0 12 12 12 6 7 | 12 

0.6 0 6 12 12 6 9 | 12 

0.8 0 0 9 12 7 9 12 

1,0 0 0 6 12 1 7 12 

1,2 0 0 0 12 0 2 i; 6 

1,4 0 0 0 0 0 0 0 








Wie aus der Tabelle deutlich hervorgeht, spielt die 
Neutralisation hier bei der Anwendung borsaurefreier Gelatine 
eine wichtige Rolle. 

Wurde die Methode dagegen in der fiir die Hauptversuche 
benutzten Ausfiihrung angewandt, dann war die Neutralisation 
von keinem Beiang. Um dies festzustellen, wurden die mit bor- 
siurehaltiger Gelatine hergestellten Mischungen Nr. 1, 5 
und 8 bzw in 38, 26 und 46 Minuten bei 37° verdaut, wo- 
nach eine Reihe Proben von je 5 cem entnommen und in 
1 ccm Wasser oder 1 ccm Neutralisationsmischung (siehe S. 10) 
pipettiert wurden. Jede halbe Minute wurde eine Probe ent- 
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nommen; die erste wurde nach Abkiihlung in 5 Minuten, die 
nachste nach 10 Minuten usw. abgelesen; dieselbe Probe kann 
namlich nicht mehr als einmal abgelesen werden. Der Ver- 
fiissigungsgrad wurde nach 5—10—15—20 minutiger Abkiihlung 
abgelesen. Es war zwischen den neutralisierten und den nicht 
neutralisierten Proben kein Unterschied bemerkbar. Da die 
Bedeutung der Neutralisation in der alkalischsten Mischung 
am deutlichsten hervortreten muBte, wurde Nr. 8 noch einmal 
untersucht. Sowohl die neutralisierte als auch die alkalische 
Probe erstarrten vor der Verdauung in 4,5 Minuten und nach 
50 minutiger Verdauung in 10 Minuten. 

DaB hier kein Unterschied in der Erstarrungszeit 
der alkalischen und der neutralen Probe sich nach- 
weisen laBt, riihrt von der zugesetzten Borsadure her. 
Aus einem gréBeren Versuchsmaterial ging naimlich hervor, daB 
Gelatine ohne Borséure erheblich langsamer in alkalischen als 
in neutralen Mischungen erstarrt, und zwar besonders wenn 
die Gelatine im voraus in alkalischer Lésung erhitzt (durch 
Hydroxylionen gespalten) ist, wogegen eine borsdurehaltige 
Gelatine ebenso schnell in alkalischer wie in neutraler Losung 
erstarrt, sowohl wenn die Gelatinelésung frisch hergestellt als 
auch wenn dieselbe durch Hydroxylionen oder Trypsin be- 
einfluBt ist. Beziiglich einer deutschen Gelatine war die Er- 
starrungszeit der borsiurehaltigen, teilweise natrongespaltenen 
Gelatinelésung in alkalischer Lésung sogar kiirzer als in neu- 
traler, was doch ziemlich bemerkenswert scheint, da die Er- 
starrungsfahigkeit bekanntlich schnell abnimmt, wenn die Ge- 
latine in alkalischer Lésung erwarmt wird. 

Unter den Versuchen werden hier nur die folgenden zwei Er- 
wahnung finden, weil diese die Verhaltnisse, die fiir die hier benutzte 
Gelatinemethode von Belang sind, hinreichend beleuchten. Um sicher 
zu sein, daB die eigentiimliche Beziehung der Borsdiure zur Erstarrungs- 
zeit nicht von einer wahrend der Aufbewahrung stattgefundenen Um- 
wandlung unserer Stammgelatinelésung herriihrt, wurden die Versuche 
sowohl mit einer neu hergestellten Lésung der franzésischen Gelatine 
als auch mit einer Lésung einer deutschen Gelatine (Emulsionsgelatine 
von StoeB & Co., Heidelberg) wiederholt. Diese Lésungen verhielten sich 
auf genau dieselbe Weise wie die Stammlésung. 

Da es sich darum handelte, zu ermitteln, ob Gelatine, die ent 
weder unbeeinflu8t oder teilweise durch Trypsin bzw. Hydroxylionen 
gespalten war, bei Wasserstoffionenkonzentrationen von 10-7? bis 10-1? 
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ungleich schnell erstarrte, geniigte es, eine Untersuchung einer stark 
alkalischen Mischung vorzunehmen, und zwar durch Messung der Er- 
starrungszeiten (oder vielmehr des Verfliissigungsgrades nach einer 
passenden Abkiihlungszeit) der entnommenen Proben von je 5 ccm, die 
teils durch 1 ccm verdiinnter Salzséure neutralisiert, teils mit dem 
gleichen Volumen Wasser verdiinnt wurden. Ein Unterschied in der 
Erstarrungszeit zwischen den neutralen und den mit Wasser verdiinnten 
und daher alkalischen Proben muB namlich bei den alkalischen Mischungen 
am deutlichsten hervortreten. Ist ein solcher Unterschied vorhanden, so 
ist es notwendig, simtlichen Proben die gleiche Wasserstoffionenkonzen- 
tration wahrend der Erstarrung zu geben, damit der Spaltungsgrad der 
Gelatine der einzige Faktor ist, der die Erstarrungsgeschwindigkeit bedingt. 

Die Untersuchung wurde auf ganz dieselbe Weise wie bei den 
ebengenannten Versuchen ausgefiihrt, die zeigten, daB die Neutralisation 
die Erstarrungszeit der borsaiurehaltigen Gelatinelésung nicht in meB- 
barem Grade fndert. 

Als Beispiel fiir die Erstarrungsverhaltnisse einer borsiurefreien 
Gelatine kann eine mit der Stammgelatine ausgefiihrte Versuchsreihe 
dienen. Die benutzte Mischung besteht aus 40 ccm 7°/jiger Gelatine, 
9 ccm 0,2 n-Natriumhydroxyd und 1 cem 2°/,igen Trypsins; zu 5 ccm 
hiervon kamen als Neutralisationsmischung 0,8 ccm 0,2 n-Salzsiure und 
0,2 cem Wasser; elektrometrische Messungen zeigten, daB die Wasser- 
stoffionenkonzentration vor (p,. 11,3) und nach der Neutralisation 
Py = 7,0) dann ziemlich genau dieselbe wurde wie fiir die Mischung Nr. 8 
der Hauptversuche. Die Verdauung ging bei 37° vor sich. 


ME ee wee es ss FE 6B THR AR 
Vor der Verdauung: 
Verfliissigungsgrad, alkalisch. . . 12 — 1 — 0 — — 
neutral ... 9— O — O0O — — 
Nach 50minutiger Verdauung: 
alkalisch. .. 12 11 6 3 1 o— 


poutwal ...11 2431 é0éi0 o— 


Nach 100 minutiger Verdauung: 
alkalisch. .. — 12 10 8 6 2 1 
neutral ...— 7 6 2 J 0 0 


Unter den mit der deutschen Gelatine gemachten Versuchen sei 
hier nur der mit borsaiurehaltiger, teilweise natrongespaltener 
Gelatine angestellte angefiihrt. 70 g Gelatine, 0,4 g Thymol und 
0,2 g/Mol. Borsiure wurden in warmem Wasser gelést und auf 1000 ccm 
gebracht. Die zu untersuchende, der Nr. 8 entsprechende Mischung 
bestand aus 40 ccm der letztgenannten Lésung, 6 ccm 2 n-Natrium- 
hydroxyd und 3 ccm Wasser. Nach 18stiindigem Stehenlassen bei 37° 
im Thermostat wurde 1 ccm 2°/,iger Trypsinlésung zugesetzt. 

Gleich nach Zusatz des Enzyms. 

DERID  cetec s FS ES SG OF 
Verfliissigungsgrad, alkalisch . ... 11 10 7 2 O 
OM. 6 2. ss BB RB SE 4 

















Optimale Waseerstoffionenkonzentr. b. d. trypt. Gelatineverfliissigung. 29 


Nach 40minutiger Verdauung: 
Abkiihlungezeit .......... 6 9 12 16 20 24 28 
Verfliissigungsgrad, alkalisch . ...11 9 «#7T 3 2 «41 0 
nelle. .... BHF 6s Ff I 

Die Gelatine erstarrt somit am schnellsten in alkalischer Fliissig- 
keit; doch ist der Unterschied kein grofSer. 

Diese eigentiimliche Wirkung der Borsaéure darf mit der durch 
Borate bewirkten Anderung der Erstarrungsgeschwindigkeit der Gelatine 
nicht verwechselt werden — ein Verhialtnis, das in dieser Abhandlung 
gar nicht erwahnt wird —, und die Erklaérung ist auch nicht in den 
Eigenschaften der Borséiure als Puffer zu suchen, weil die Lésungen 
selbstverstindlich derart hergestellt wurden, daB die Wasserstoffionen- 
konzentrationen — elektrometrisch gemessen — in den borsiurehaltigen 
Lésungen fast dieselben wie in den borsaurefreien waren. 

Wie aus diesen Versuchen ersichtlich, sind die bei der 
Erstarrung der Gelatine sich abspielenden Vorgiange noch so 
unbekannt und so uniibersichtlich, daB eine Unterlassung der 
Neutralisation keineswegs zu empfehlen ist. 

Um zu sehen, ob die 8S. 6 erérterte Spaltung durch 
Hydroxylionen irgendeine Bedeutung unter den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen hatte, wurden ferner die folgenden Versuche 
mit borsdurehaltiger Gelatine und mit Wasser statt des Trypsins 
angestellt. 

Die Mischungen Nr. 5 und Nr. 8 wurden diesbeziiglich unter- 
sucht, und zwar sowohl gleich nach Herstellung als auch nach 
1 bzw. 3stiindigem Stehenlassen im Thermostat bei 37°. Der 
Verfliissigungsgrad nach verschiedenen Abkiihlungszeiten wurde 
ermittelt; vor der Abkiihlung wurden die Proben in iiblicher 


Weise neutralisiert. 


Nr. 5. 
Abkiihlungszeit .. . ie ak od 2 3 4 5 
Die Proben wurden entnommen: 
sogleich Verfliissigungsgrad 9 ) 0 0 
nach 1 Stunde * 4 6 0 0 
3 Stunden ” 8) 6 2 0 


Nr. 8. 
— Ss: 4 & = B St Ww fo 


Abkiihlungszeit i su +e * 
Die Proben wurden entnommen: 


sogleich Verfliissigungsgrad 11 5 O0 — — -_—_— — 
nach 1 Stunde a 9 SS ee ee 
» 8 Stunden ” 2 12 «11 ~«*&211 Ss @ & ] 0 


Da nun die Hauptversuche nicht langer als 50 Minuten 
dauerten und die Abkiihlungszeit 15 Minuten betrug, wird diese 
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Erscheinung keinen Fehler bei der Bestimmung der Optimal- 
zone verursachen. 

Im AnschluB hieran ist jedoch hervorzuheben, daB diese 
Spaltung durch Hvydroxylionen allerdings eine so erhebliche 
ist, daB dieselbe die Herstellung groBerer Mengen der Mischungen 
von Gelatine und Natriumhydroxyd behufs einer ganzen Unter- 
suchung unmdglich macht, indem sowohl die Aufbewahrung 
als auch das mehrmals wiederholte Schmelzen, das um die fiir 
einen Versuch zu benutzende Menge abzumessen ndtig ist, 
nach und nach die Erstarrungsfaihigkeit verringern werden’), 
und zwar in solchem Grade, daB die letzten Versuche wertlos 
werden. Eine Stammgelatine muB daher in neutraler oder 


4 


schwach saurer Losung aufbewahrt werden. 


4. Einige Bemerkungen iiber die Resultate. 

Aus den Tabellen und Kurven ist zu ersehen, daB die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration der Gelatineverfliissigung 
— in 6°/,iger Lésung durch 0,4°/,, Trypsin — 

bei 30° 37° 45° 55° 
10-99 10-97 10—%.1 10-8. 


betrigt und durch 0,2°/,, Trypsin 
bei 37° 10-*8 bis 10—-%5 betrigt 


und bei 45° 10—%» bis 10—% 


und durch 0,1°/,, Trypsin 
bei 45° 10-*! betrigt. 


Da die Dissoziationskonstante sich mit steigender Tem- 
peratur vergréBert (der Exponent ohne Vorzeichen niedriger 
wird), werden in einer Reihe Lésungen mit den gleichen 
Hydroxylionenkonzentrationen, aber mit verschiedenen Tem- 
peraturen die Wasserstoffionenkonzentrationen verschiedene 
Werte haben, und zwar werden diese Werte hdher bei den 
hohen als bei den niedrigen Temperaturen sein. Da nun, wie 
oben erwahnt, die optimale Wasserstoffionenkonzentration mit 
steigender Temperatur zunimmt, so kénnte die optimale Hydroxy]- 
ionenkonzentration méglicherweise bei allen Temperaturen gleich 


1) Dieses wurde bereits von Fermi festgestellt. Arch. f. Hygiene 
55, 175, 1906. 
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sein. Eine Betrachtung der Zahlen der Tabellen lehrt jedoch, 
da dieses nicht der Fall ist. Die optimale Hydroxylionen- 
konzentration betragt fiir 0,4°/,, Trypsin und bei 

30° 37° 45° 55° 


10-38 10-38 10-*.2 10—5.0 


Mit steigender Temperatur wird das auf der alkalischen 
Seite gelegene Optimum somit gegen den Neutralpunkt hin 
verschoben (vgl. Fig. 8). Diese Erscheinung rihrt wahrscheinlich 
davon her, daB die optimale Wasserstoffionenkonzentration teils 
von der Dissoziation des Substrats und des Enzyms’), teils 
auch von der Zerstérung des Enzyms abhiangig ist, und diese 
drei Faktoren verandern sich nicht allein mit der Wasserstoff- 
ionenkonzentration und der Verdiinnung, sondern auch mit der 
Temperatur. 

In dem vorliegenden Falle iibt die Zerstérung des Enzyms 
wahrscheinlich den iiberwiegenden EinfluB auf die Verschiebung 
des Optimums aus. Trypsin wird bekanntlich in alkalischer 
Lésung schnell zerstért, und 10~—%® — das Optimum bei 30° — 
entspricht beinahe der Wasserstoffionenkonzentration einer 
®/ ooo” Natriumhydroxydlésung. In der Mischung Nr. 8, deren 
Wasserstoffionenkonzentration bei 30° beinahe einer ®/,,,-Natrium- 
hydroxydlésung entspricht, hat das Enzym in keiner Versuchs- 
reihe, auch nicht nach sehr langer Verdauungsdauer, die Gelatine 
so weit zu spalten vermocht, daB die Erstarrungszeit langer 
als 15 Minuten wiirde. Da das Enzym nicht ganz und gar 
zerstért ist, geht aus den Versuchen S. 28 hervor, wo der Ver- 
fliissigungsgrad nach kiirzerer Abkiihlungszeit als 15 Minuten 
ermittelt ist. 

Da die Zerstérung des Enzyms wahrscheinlich bei den 
héheren Hydroxylionenkonzentrationen am schnellsten vor sich 
geht, muB das Optimum mit wachsender Versuchsdauer gegen 
die saure Seite hin verschoben werden; die wirksame Enzym- 
menge wird namlich mit der Zeit vermindert, und zwar am 
schnellsten in den am starksten alkalischen Lésungen. In den 
Versuchen mit 0,2°/,, Trypsin ist eine Andeutung hiervon zu 
erblicken, aber in den Versuchen mit 0.4 und mit 0,1 °/,, 


1) Oder besser gesagt von der Dissoziation derjenigen Stoffe, die 
die Trager der Enzymwirkung sind. 








S. Palitzsch und L, E. Walbum: 


—. 
32 


Trypsin halt sich das Optimum unverindert bei allen benutz- 
ten Versuchzeiten. Die Gelatinemethode ist allerdings nicht als 
so genau anzusehen, da man hieraus entscheidende Schliisse 
ziehen k6énnte. 

Da die optimale Wasserstoffionenkonzentration mit der 
Temperatur variiert, muB folglich auch die optimale Tempe- 
ratur mit der Wasserstoffionenkonzentration variieren, und eine 
Bestimmung eines Temperaturoptimums besitzt daher nur ge- 
ringen Wert, wenn nicht gleichzeitig auch die Wasserstoffionen- 
konzentration gemessen wird. 

Aus den Tabellen erhellt dieses sehr deutlich, indem die 
optimale Temperatur fiir eine so alkalische Lésung wie Nr. 7 
zwischen 37° und 45° gelegen ist, wihrend sie fiir Nr. 6 un- 
gefahr bei 45° und fiir Nr. 1 héher als 55° liegt’). 

Vergleicht man die Zeiten, die nétig sind, um bei der 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration einen bestimmten Ver- 
fliissigungsgrad zu erreichen, so ersieht man, daB diese Zeiten 
bei den Temperaturen 55°, 45°, 37° und 30° sich wie 
1:1,2:1,8:2,8 verhalten. Diese Verhiltnisse deuten darauf hin, 
daB bei der optimalen Wasserstoffionenkonzentration die opti- 
male Temperatur bei 55° oder vielleicht ein biBchen héher 
liegt. 

Schon in der Einleitung ist erwihnt, daB Kurt Meyer 
das Optimum fiir Casein-Bakterienprotease bei 10~*? und fiir 
Casein-Pankreatin bei 10~*, und daB Mich aelis und Davidsohn 
fiir Pepton-Pankreatin bei 10~* gefunden haben. Fiir Gelatine- 
Pankreatin haben unsere Messungen nun die Konzentration 
10~*? ergeben, und zwar bei 37°, der Temperatur, bei welcher 
auch die eben genannten Bestimmungen ausgefiihrt sind. Dab 
diese Optima so verschieden sind, erscheint nicht sonderbar, 
wenn man sich erinnert, daB die Untersuchungen von Ascoli 
und Neppi?) gezeigt haben, daB die Anderung des Siuregrades 
einer Trypsinlésung von ungleicher Bedeutung bei dem Abbau 

1) Jedoch ist zu beachten, daB diese Versuche einen anderen Zweck 
haben als die Bestimmung des Temperaturoptimums. 

2) Ascoli und Neppi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 135, 1908; 
siehe weiter Pollak, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 95, 1905 
und Hattori, Arch. int. de Pharm. et de Thérap. 18, 255, 1908, zitiert 
nach Biochem. Centralbl. 8, 1014, 1909. 
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verschiedener Proteinstoffe ist. Die erwaihnten Forscher haben 
z. B. nachgewiesen, daB Trypsin, das in lackmusneutraler 
Lésung Gelatine, Serum und EiereiweiB fast gleich schnell ab- 
baut, in schwach saurer Losung (,,neutral“ auf Methylorange) 
dagegen allein die Gelatine, aber weder das Serum noch das 
EiereiweiB abbauen kann. 

Da Michaelis und Davidsohn die Enzymspaltung 
mittels der Formoltitrierung und wir mittels der 
Messung einer physikalischen Fahigkeit verfolgen, 
deren Zusammenhang mit dem chemischen Bau der 
Gelatine im Dunkeln liegt, so ist es méglich, daB die 
Bestimmung der optimalen Wasserstoffionenkonzen- 
trationen fiir zwei voneinander unabhangige Prozesse 
ausgefiihrt worden ist. In solchem Falle wiirde eine Formol- 
titrierung der verdauten Gelatinemischung ein anderes Optimum 
geben kénnen als die Beurteilung des Verfliissigungsgrades; 
die Formoltitrierung kann aber, wie im Abschnitt 3C (S. 16) 
naher erdrtert ist, in diesem Falle nicht benutzt werden. 

SchlieBlich ist die Aufmerksamkeit nur noch auf die 
interessante Erscheinung zu lenken, da die Reaktionsge- 
schwindigkeit der Verdauung bei zunehmender Enzymkon- 
zentration sich als gréBer erweist als die Geschwindigkeit, 
die in der Voraussetzung, daB Verdauungsgeschwindigkeit 
und Enzymkonzentration proportional verliefen, zu erwarten 
ware; dieses geht aus einem Vergleich der Tabellen V, VIII 
und IX, die samtlich fiir 45° gelten, sowie der Tabellen IV 
und VII fiir 37°, deutlich hervor. Fir die Enzymkonzen- 
trationen 0,4°/,,, 0,2°/ 5, und 0,1°/,, verhalten sich namlich 
die Zeiten wie 1:3:6. Ubereinstimmend hiermit betrugen 
auch die Zeiten bei einer Versuchsreihe mit 0,8°/,, Enzym 
nur ein Drittel und nicht die Halfte der fiir 0,4°/,, Trypsin 
festgestellten Zeiten. 

Die meisten Forscher, welche die Abhiangigkeit der Enzym- 
wirkung von der Enzymkonzentration untersuchten, haben 
freilich eine ausgesprochene Proportionalitat konstatiert, weil 
sie verhaltnismaBig schwache Lésungen von Substrat und von 
Enzym benutzten; dagegen hat Griitzner’) gefunden, daB die 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 141, 63, 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 3 
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Wirkung des Ptyalins und des Pepsins in starken Loésungen 
von Substrat und Enzym erheblich langsamer als der Kon- 
zentration des Enzyms proportional steigt, waihrend das Trypsin 
merkwiirdigerweise sich ganz anders verhalt, indem die Wirkung 
dieses Enzyms auf verhaltnismaBig starke Losungen von Casein 
sehr schnell mit der Konzentration steigt. Unsere Versuchs- 
resultate stehen somit in bester Ubereinstimmung mit den Be- 


funden Griitzners. 


Zusammenfassung. 

Um Fermis Gelatinemethode zur Untersuchung der trypti- 
schen Wirkung bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
benutzen zu kénnen, wurde die Methode in zwei Punkten ge- 
andert: erstens wurde der Gelatine Borsdiure zugesetzt, um eine 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Ver- 
dauung zu vermeiden, und zweitens wurde die Gelatinemischung 
nach der Verdauung neutralisiert, damit die Erstarrung in samt- 
lichen Proben bei der gleichen Wasserstoffionenkonzentration 
vor sich gehen kénnte. 

Die Methode wurde demnach folgenderweise ausgefiihrt: 

Borsaurehaltige Gelatinelésungen mit bekannter Wasser- 
stoffionenkonzentration wurden auf die gewiinschte Temperatur 
erwirmt, das Enzym zugesetzt, und nach Verlauf einer passen- 
den Zeit wurden dann 5 ccm jeder Lésung entnommen und in 
Reagensgliser abpipettiert, die im voraus abgekiihlt waren und 
1 cem einer solchen Salzsiurelésung, welche die 5 ccm Gelatine- 
mischung neutralisieren konnte, enthielten. Nach Stehenlassen 
im Eiswasser wihrend 15 Minuten wurden die Glaser herausge- 
nommen und der Verfliissigungsgrad beurteilt. 

Mittels dieser Methode wurde festgestellt, daB die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration der Gelatineverfliissigung bei 

30° 37° 45° 55° 
10-99 10-97? 19079%1 10~ 89 


betrug (fiir eine 6°/,ige Gelatinelésung und eine 0,4°/,,ige 
Trypsinlésung). 

Mit steigender Temperatur wird somit das auf 
der alkalischen Seite gelegene Optimum gegen den 
Neutralpunkt hin verschoben. 























Optimale Wasserstoffionenkonzentr. b. d. trypt. Gelatineverfliissigung. 35 


Aus den Versuchen erhellt auch, da® die Verdauungsge- 
schwindigkeit bei der angewandten verhaltnismaBig’ hohen Kon- 
zentration des Substrates erheblich schneller als proportional 
der Enzymkonzentration steigt — in bester Ubereinstimmung 
mit den von Griitzner ausgefiihrten Messungen der tryptischen 
Spaltung des Caseins. 

Aus einigen Versuchen, die zur Erliuterung der Wichtig- 
keit der Neutralisation angestellt wurden, ergab sich, da bor- 
siiurefreie Gelatine schneller in neutraler als in alkalischer 
Lésung erstarrt, wogegen borsaurehaltige Gelatinelésungen mit 
der gleichen Geschwindigkeit erstarren, ob sie alkalisch oder 
neutral sind. Bei einer deutschen Gelatine war die Erstarrungs- 
zeit der borsiurehaltigen, teilweise natrongespaltenen Gelatine- 
lésung sogar kiirzer in alkalischer als in neutraler Lésung. 

Die vorliegenden Untersuchungen sind im Carlsberg Labo- 
ratorium auf Anregung des Herrn Professor 8. P. L. Sérensen 
ausgefiihrt, dem wir fiir die wertvollen Ratschlage und die tat- 
kraftige Unterstiitzung, die er uns stets aufs freundlichste und 
zuvorkommendste gewahrt hat, zu ergebenstem Dank ver- 
pflichtet sind. 








Uber das Wesen der sogenannten Klausnerschen 
Serumreaktion. 


Von 
E. Klausner. 


(Aus dem k. k. Pharmakologischen Institut und der k. k. Deutschen 
dermatologischen Universitatsklinik in Prag.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1912.) 


I. 

In Nr. 7 und 11 der Wiener klin. Wochenschr. 1908 habe 
ich?) seinerzeit tiber eine neue, einfache, serodiagnostische 
Methode fiir Syphilis berichtet. 

Es schien anfangs, daB der Zusatz einer bestimmten Menge 
destillierten Wassers zu frisch gewonnenem Serum innerhalb eines 
Zeitraumes von lingstens 12 Stunden einen deutlichen flockigen 
Niederschlag nur in Luetikerserum bedinge, wahrend das nicht- 
syphilitische Serum innerhalb dieser Zeit keinen oder einen 
nur ganz geringen Niederschlag ergibe. Ich iiberzeugte mich 
aber bald selbst, daB gewisse andere Erkrankungen sowohl 
Infektionskrankheiten als auch, wenn auch seltener, manche 
Hautkrankheiten das gleiche Pracipitationsphanomen mit de- 
stilliertem Wasser zeigen, und habe diese Beobachtungen 
gleich in den ersten Verdffentlichungen mitgeteilt. An der 
Tatsache jedoch, daB die erwihnte Reaktion fiir die Syphilis 
sehr charakteristisch ist und besonders in gewissen Stadien — 


1) Klausner, Vorliufige Mitteilung iiber eine Methode der Serum- 
diagnostik bei Lues. Wiener klin. Wochenschr. 1908, Nr. 7. — Uber eine 
Methode der Serumdiagnostik bei Lues. Wiener klin. Wochenschr. 1908, 
Nr. 11. — Ergebnisse mit der von mir angegebenen Pricipitationsreaktion 
bei Syphilis. Prager med. Wochenschr. 33, Nr. 46. — Klinische Er- 
fahrungen iiber das Pricipitationsphanomen mit destilliertem Wasser im 
Serum Syphilitischer. Wiener klin. Wochenschr. 1908, Nr. 26. — Die 
Lipoide im Serum bei Lues. Wiener klin. Wochenschr. 1912, Nr. 21. 
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es sind dies die Zeit kurz vor Ausbruch des ersten Exanthems 
und die Stadien frischer unbehandelter Sekundirlues — das Aus- 
flockungsphaénomen in besonderer Intensitét und ausnahmslos 
vorhanden ist, muBte ich nach wie vor festhalten, und es 
fallen die Differenzen gewisser Autoren in dieser Beziehung 
ihrer Arbeitstechnik zur Last, die in ein oder der anderen 
Richtung von der meinerseits genau angegebenen Technik abwich. 

Die Resultate der verschiedenen Autoren seien daher, 
soweit sie mir bekannt sind, kurz wiedergegeben. 

Nobl und Arzt?) fanden die Reaktion bei 55°/, ihrer 
untersuchten Fille von Lues positiv, und ungefiahr iiber die 
gleiche Prozentzahl] 54 berichteten in ihrer Nachuntersuchung 
Fritz und Kren*). Demgegeniiber stehen die Resultate 
Kappelhofs®’), der bei der Zahl von 104 untersuchten Fallen 
in keinem Falle von florider Sekundirlues die Reaktion negativ 
fand. Dieser Autor konnte gleichfalls die von mir betonte 
Tatsache bestiitigen, daB bei florider, unbehandelter Lues die 
Ausflockung in kurzer Zeit, in 2 bis 5 Stunden erfolge. Behring‘), 
der an 95 Fillen die Reaktion nachgepriift hat, fand sie in 
etwa 71°/, der Fille bei sekundirer Lues positiv, und Hayn’), 
der 54 Fille frischer Lues (Sklerosen und Sekundirlues) mit 
manifesten Erscheinungen auf den Ausfall der Fallungsreaktion 
untersucht hat, bestitigte meine Angaben insoweit, als er in 
ungefahr 91°/,, das sind 49 seiner Fille, einen positiven Aus- 
fall der Reaktion fand. Diese Resultate Hayns decken sich 
in bezug auf die Hiaufigkeit des Befundes einer positiven 
Reaktion bei Sklerosen und florider Sekundiarlues mit den Be- 
funden Kohns*), der gleichfalls in fast allen Fillen dieses 


1) Nob] und Arzt, Zur Seradiagnostik der Syphilis. Wiener klin. 
Wochenschr. 1908, Nr. 9. 

#) Fritz und Kren, Uber den Wert der Sernmreaktion bei Syphilis 
nach Porges-Meier und Klausner. Wiener klin. Wochenschr. 1908, Nr. 12. 

3) Kappelhof, Uber die Kiausnersche Reaktion bei Syphilis. 
Tidschrift f. Genesk. 1908, Nr. 21. 

*) Behring, Praktische Bedeutung der Serumdiagnostik bei Lues. 
Miinch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 49. 

5) Hayn, Die Klausnersche Reaktion und ihre klinische Verwert- 
barkeit fiir die Diagnose der Lues. Inaugural-Dissertation, Breslau 1909. 

®) Kohn, Uber die Klausnersche Serumreaktion. Wiener klin. 
Wochenschr. 1909, Nr. 18. 
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Stadiums einen positiven Ausfall der Pracipitationsreaktion er- 
zielte. Pasini') erhielt bei 68 Fillen florider Lues, also in 
70°/, der Fille, eine positive Flockungsreaktion und nahert sich 
mit dieser Prozentzahl den Befunden Behrings, der, wie oben 
erwihnt, 71°/, positiver Reaktionen verzeichnen konnte. Ohne 
nihere Angabe der untersuchten Fille haben endlich Miiller, 
Citron?), Wassermann®*) u. a. das Vorhandensein des von mir 
zuerst beobachteten Pricipitationsphinomens bestatigt. Die 
beiliufige Bemerkung von Detre und Brozowsky*), daB es 
sich bei der geschilderten Reaktion um ein ganz unregel- 
maBiges Phinomen ohne planmaBige GesetzmaBigkeit handle. 
steht demnach in Widerspruch mit allen bisher mitgeteilten Er- 
fahrungen iiber die Reaktion. Allerdings differieren die An- 
gaben der zitierten Autoren iiber die Hiufigkeit der Reaktion. 
eine Erscheinung, die meiner Ansicht nach ihre Erklarung darin 
findet, daB in einem Teile der Fille nicht immer frische, d. h. 
nur wenige Stunden alte Sera zur Reaktion verwendet wurden. 
daB unter den untersuchten Seren Sera behandelter Luetiker 
sich befanden, vielleicht auch die Reaktion manchmal im 
Thermostaten angestellt wurde. 

Wenn nun heute in Anbetracht der hohen klinischen 
Spezifizitit der Wassermannschen Reaktion der von mir an- 
gegebenen Fillungsreaktion bei Lues mit Recht keine prak- 
tische Bedeutung zugemessen wird, so handelt es sich doch 
bei dem Phinomen um eine ganz regelmaBige Eigenschaft des 
Serums in gewissen Stadien der Syphilis, die nach meinen aus- 
gedehnten auf mehr als tausend Fille sich erstreckenden Unter- 
suchungen fast ausnahmslos im Stadium der Sklerose, kurz 
vor Ausbruch des ersten Exanthems und im Stadium florider 
Sekundar-Lues, hier wiederum in den Fallen ausgebreiteter 


1) Pasini, Ricerche comperative fra i diversi metodi di sero- 
diagnosi proposti per la sifilide. L’ospedale maggiore 1909, Nr. 5. 

2) Citron, Sitzungsbericht der Kénigl. Gesellschaft der Arzte in 
Berlin. Ref. Berl. klin. Wochenschr. 1908. 

3) Wassermann, Uber die Serodiagnostik der Syphilis und ihre 
praktische Bedeutung fiir die Medizin. Wiener klin. Wochenschr. 1908. 
Nr. 21. 

*) Detre und v. Brozowsky, Die Serumreaktionen der Syphilis 
Wiener klin. Wochenschr. 1908, Nr. 49. 
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Exantheme, also stets zur Zeit einer Aussaat syphilitischen 
Virus’ in die Blutbahn, auftritt. 

Obgleich, wie schon oben erwihnt, infolge der zu ge- 
ringen Spezifizitat der Reaktion auch die Bedeutung der posi- 
tiven Resultate bei der Lues sehr abgeschwacht wurde und 
infolgedessen die Anwendung der beschriebenen Reaktion als 
klinisches Hilfsmittel zur Syphilisdiagnose fallen gelassen werden 
muBte, so wurde doch die Tatsache des Vorhandenseins des 
Flockungsphinomens im Serum Syphilitischer von allen Autoren, 
die sich mit der Nachpriifung meiner Reaktion befaBten, zu- 
gegeben. Und es muBte deshalb unser Bestreben sein, festzu- 
stellen, was die Ursache des Eintretens einer Ausflockung im 
Luetikerserum nach Zusatz einer bestimmten, empirisch ge- 
fundenen, optimalen Menge destillierten Wassers (auf 0,2 
frischen Serums — 0,6 destill. Wasser) sein konnte. 

Kreibich?), welcher sich von Anfang an intensiv mit dem Wesen 
der Reaktion beschiftigt hatte, vermutete in Anbetracht dessen, daB 
der Niedersehlag mit destilliertem Wasser auftrat und in physiologischer 
Kochsalzlésung sich wieder léste, also sich wie Globulin verhielt, daB 
es sich um eine Globulinvermehrung, wie sie Moll?) studiert hat, 
handle. Piese Annahme Kreibichs erschien um so wahrscheinlicher, 
als gerade die Infektionskrankheiten wie Typhus, Pneumonie, Tuberkulose, 
Rhinosklerom das Auftreten der Pricipitationsreaktion in gleicher In- 
tensitét wie die Lues aufwiesen. Kreibich jedoch fand bei seinen 
Untersuchungen die Euglobulinwerte im Serum Syphilitischer nicht 
héher als bei normalen Individuen. Auch das Gesamtglobulin zeigte 
keinerlei Verinderungen im Vergleich zu Normalseren. 

Wenn also nach diesen Resultaten von einer Globulinvermehrung 
keine Rede sein konnte, so sprach weiteres gegen den Zusammenhang 
der Reaktion mit der Antikérperbildung die Tatsache, daB z. B. Typhus 
abdominalis auf der Héhe des Fiebers die Flockungsreaktion mit destil- 
liertem Wasser gab, wahrend sie im Serum des entfieberten Patienten 
negativ ausfiel Da das Pricipitat, nach mehrfacher Waschung in 
physiologischer Kochsalzlésung gelést, bei 28 °/, Ammonsulfatsattigung 
wieder volistandig ausfiel, war festgestellt, daB der ausfallende EiweiB- 
kérper mit Fibrinoglobulin identisch ist. Kreibich nahm daher an, 


1) Kreibich, Verhandlungen der Deutschen dermatol. Gesellschaft 
X. KongreB 1908. — Uber die Hydroxylionenkonzentration des pathologi 
schen Blutes. Wiener klin. Wochenschr. 1910, Nr. 10.— Weiterer Beitrag 
zur Hydroxylionenkonzentration des pathologischen Blutes. Wiener klin 
Wochenschr. 1911, Nr. 41. 

2) Moll, Uber kiinstliche Umwandlung von Albumin in Globulin 


Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 4. 
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~daB es sich bei dem Pracipitat um Fibrinogenreste und Fibrinoglobulin 
handelt, welches im Luetikerserum in gréBerer Menge oder leichter aus- 
fillbarer Form vorhanden ist als im Serum Normaler“. 

Noguchi!), der sich ebenfalls mit EiweiBuntersuchungen im 
Serum Syphilitischer befaBt hat, fand eine Globulinvermehrung von 
solcher RegelmaBigkeit, daB er zum SchluB gelangte, die Globulinver- 
mehrung im Blute Syphilitischer sei beweisender fiir die Luesdiagnose 
als die Wassermannsche Reaktion. Zu ahnlichen Resultaten in bezug 
auf die EiweiBvermehrung im Luetikerserum gelangte Winternitz®), 
der mittels Wagung jene EiweiBfraktion, die bei 28,5 °/, Ammon- 
sulfatsittigung aus dem Blutplasma erhalten wird, vermehrt fand. 
Winternitz hat dann ferner mittels des Pulfrichschen Eintauch- 
refraktometers Bestimmungen vorgenommen und seine Ergebnisse nach 
dieser Methode dahin prazisiert, ,daB der EiweiBgehalt des Blutes 
(Serum und Plasma) bereits im 2. Inkubationsstadium eine leichte 
Steigerung aufweise“*. Diese Vermehrung betrifft in diesem Stadium 
schon, wenn auch nur geringgradig, das Fibrinogen. Auf der Héhe der 
floriden Sekundirlues kann die Vermehrung des Gesamteiwei8 im Serum 
10°/o, im Plasma 15°/5, die Vermehrung des Fibrinogens 25 °/, der Normal- 
mengen der betreffenden Stoffe betragen. Bei den Untersuchungen in 
den Latenzstadien der Sekundiarlues und auch bei bestehender Lues 
gummosa waren die Befunde vermehrten EiweiBes inkonstant. Bei ver- 
gleichenden Untersuchungen iiber den vermehrten EiweiBgehalt und den 
Ausfall der Wassermannschen und der von mir angegebenen Pracipi- 
tationsreaktion lieB sich keine absolute Kongruenz zwischen Eiweib- 
mengen und Ausfall der beiden Seroreaktionen feststellen. Winternitz 
schlieBt aus dem zeitlichen Zusammenfallen der Eiwei8vermehrung mit 
der beginnenden Durchseuchung, ihrem Héhepunkt im Stadium florider 
Sekundirlues und ihrem Abklingen im Latenzstadivm auf einen Zu- 
sammenhang mit Reaktions- oder Immunitiatskérpern. In diesem Sinne 
halt Winternitz diese EiweiBvermehrung fiir den quantitativen Aus- 
druck einer Antikérperbildung bei der Syphilis, und ist der Meinung, 
daB die Komplementbindungsreaktion und schlieBlich auch die Pracipi- 
tationsreaktion mit destilliertem Wasser als ein qualitativer Ausdruck 
dieser Antikérperbildung anzusehen ist. 

Diesen Untersuchungen schlieBen sich ferner die Befunde Millers 
und Houghs?®) an, welche mit einer von den Autoren ausgearbeiteten 
MeBmethode nach dem Prinzip der Nonneschen Probe Eiwei8bestimmungen 


1) Noguchi, Journ. of Americ. Assoc. 1909; ref. Deutsche med. 
Wochenschr. Nr. 35. 

2) Winternitz, Ein Beitrag zur chem. Untersuchung des Blutes 
recent luetischer Menschen. Arch. f. Derm. u. Syphilis 93, 65. Zweiter 
Beitrag zur chem. Untersuchung des Blutes recent luetischer Menschen. 
Arch. f. Derm. u. Syphilis 101, 227. 

3) Miller und Hough, Vergleichende Globulinmessungen an 
luetischen Seris. Wiener klin. Wochenschr. 1911, 167. 
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in Luetikerseren vornahmen und eine Vermehrung des Gesamtglobulins 
auf durchschnittlich 94 gegeniiber 84,7 bei normalen Seren fanden, 
wahrend die Vermehrung des Euglobulins bei Lues gegeniiber den nicht 
luetischen Fallen 42,5: 28,8 Teile betrug. Danach beruht die Vermehrung 
des Globulins in den Seren von Luetikern auf ihrem héheren Euglobulin- 
gehalt. Auch Miiller und Hough fanden so wie Winternitz Diffe- 
renzen zwischen dieser Euglobulinvermehrung und dem Ausfall der 
Wassermannschen Reaktion und betonen daher, da8 die Bestimmung 
der Euglobuline diagnostisch nicht verwertbar ist. 

Diesen oben angefiihrten Untersuchungen der verschiedenen Autoren 
stehen die Untersuchungsresultate Spieglers entgegen, der verschiedene 
Luetikersera nach Ham marsten auf ihren Globulingehalt untersucht hat. 
Bei der gréBten Zahl der Fille fand er das Globulin gegeniiber dem 
Albumin enorm vermindert, daneben wieder normale und erhéhte Werte 
des Globulins, so daB nach seiner Ansicht aus diesen sprunghaften 
Werten keine strikten Schliisse gezogen werden kénnen und nur daraus 
die Tatsache ersichtlich ist, daB die Syphilis einen” bedeutenden EinfluB 
auf die Blutzusammensetzung ausiibt. AuBer der Annahme, daB ein 
vermehrter Globulingehalt im Syphilitikerserum die Ursache des leich- 
teren Ausfalls dieser EiweiBkérper nach Zusatz von destilliertem Wasser 
sein sollte, muBte man natiirlicherweise daran denken, ob nicht ein ver- 
ringerter Alkalescenzgehalt des Blutes, bzw. eine VergréBerung der H- 
Ionenkonzentration desselben die leichtere Ausfillbarkeit der Globuline 
im Luesserum bedinge. Elias, Neubauer, Porges und Salomon!) 
haben auf Grund dieser Vermutungen Alkalescenzbestimmungen nach 
Kraus vorgenommen und auch das Séiurebindungsvermégen luetischer 
Sera nach der Methode von Spiro und Pemsel gepriift, konnten aber 
eine deutliche Herabsetzung der titrierbaren Alkalescenz im Serum 
Syphilitischer nicht feststellen. Kreibich hat dann in seinen Arbeiten 
iiber die Hydroxylionenkonzentration des pathologischen Blutes auch 
die Lues in den Bereich: seiner Untersuchungen gezogen. Er kam zu 
dem Resultat, daB die bei meiner Reaktion eintretende Globulinausfallung 
nicht durch die Reaktion des Blutes bedingt sei, denn sie fand sich bei 
Luetikern mit niedrigen und hohen Zahlen und wird auch nicht durch 
erhéhte Alkalisierung des Blutes (Sodadarreichung) zum Schwinden ge- 
bracht. 

DaB die von den verschiedenen Autoren gefundene Glo- 
bulinvermehrung im Serum bei Lues die Ausflockung dieser 
EiweiBkérper nach Zusatz von destilliertem Wasser bedinge, 
schien mir aus folgenden Griinden nicht sehr wahrscheinlich. 
Ich hatte naimlich feststellen kénnen, daB in Seren, die 1 bis 
2 Tage alt waren, auch wenn sie im Eisschrank aufbewahrt 


1) Elias, Neubauer, Porges, Salomon, Theoretisches iiber die 
Serumreaktion auf Syphilis. Wiener klin. Wochenschr. 1908, 748. 
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wurden, die Reaktion, die im frischen Serum sehr intensiv war, 
kaum oder gar nicht mehr auftrat. Die gleichen Verinderungen 
erzielte ich, wenn ich das betreffende Serum '/, Stunde auf 
56° erhitzte. Ja, es gentigte schon die Thermostatentemperatur, 
um den Ausfall der Reaktion ganz deutlich zu verzogern und 
abzuschwiichen. Moll hingegen konnte nachweisen, daB nach 
Erhitzen des Serums auf 56° in demselben eine deutliche Glo- 
bulinvermehrung auftrat. Es war deshalb auBerst auffallend, 
daB im Luetikerserum, wo nach den Untersuchungen zahl- 
reicher Autoren das Globulin vermehrt war, nach */,stiindigem 
Erhitzen auf 56° die Reaktion ausblieb. Ich war deshalb 
berechtigt anzunehmen, daB der vermehrte Globulin- 
gehalt luetischer Sera wenigstens als alleinige Ur- 
sache bei der Pricipitationsreaktion nicht in Betracht 
kommt. 

Deshalb wurden im pharmakologischen Institut auf Ver- 
anlassung und unter Leitung Prof. Wiechowskis Unter- 
suchungen in der Richtung angestellt, daB ich den Einflub 
gewisser Lipoidsubstanzen auf den Ausfall der Pricipitations- 
reaktion studierte. 

Porges, Elias, Neubauer und Salomon hatten in der 
oben zitierten Arbeit die Vermutung geiuBert, daB die von 
mir angegebene Pricipitationsreaktion mit destilliertem Wasser 
vielleicht dadurch bedingt sei, daB die mit den Lipoiden re- 
agierenden EiweiBkérper der Luessera sich in einem labileren 
und leichter fallbaren Zustande befinden, und daB diese Stabili- 
tiitsverinderung vielleicht die leichtere Ausfaillbarkeit der Ei- 
weiBkérper mit destilliertem Wasser bedinge. Ferner hatten 
Handovsky und Wagner’) nachgewiesen, daB im Rinder- 
serum von Lecithin und ebenso von den Serumlipoiden nicht 
das Albumin, sondern nur die Globuline gefallt werden und 
kniipfen daran die Bemerkung, daB die von mir gemachten 
Beobachtungen am Luesserum in einem Zusammenhange mit 
den von ihnen gefundenen Tatsachen stehen und weisen zu- 
gleich auf einen weiteren Zusammenhang mit der Porgesschen 
Luesreaktion mit Lecithin. Erwihnen will ich ferner die 

1) Handovsky und Wagner, Uber einige physikalisch-chemische 
Eigenschaften von Lecithinemulsionen und LecithineiweiBmischungen. 
Diese Zeitschr. 31, 32. 
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Arbeiten von Peritz, Lesser, Bergel, Popdéff, Bittdorf 
und Schidovsky, die bis auf die Arbeit von Peritz') erst 
nach Beendigung meiner Untersuchungen erschienen sind, die 
ich jedoch in den Bereich meiner Erérterungen ziehe, weil sich 
dieselben mit den Beziehungen der Lipoide zum syphilitischen 
Blutserum befassen. 

So hat Peritz eine deutliche Erhéhung des Lecithinspie- 
gels bei florider Lues beobachtet. Diesen Befunden entgegen 
bemerkt jedoch Lesser*), da®B der Lipoidgehalt des Serums 
schon bei Normalen betrichtlichen Schwankungen unterworfen 
ist. Bei den Syphilitikern finden sich keine deutlichen Unter- 
schiede hinsichtlich des Phosphatidgehaltes gegeniiber der Norm. 
Ein EinfluB der Quecksilberbehandlung auf den Lipoidgehalt des 
Serums vor und nach der Behandlung lieB sich nicht feststellen. 

Bergel’), der sich mit experimentellen Studien iiber das 
Wesen der Wassermannschen Reaktion befaBt hat, betont die 
Anwesenheit lipoider Substanzen im Blutserum bei Lues und 
ihre Bedeutung fiir das Phinomen der Komplementbindung. 
Vor kurzem hat Popoff*) iiber himolysehemmende Erschei- 
nungen luetischer Sera berichtet und kommt zu dem Schlusse, 
das infolge der Infektion bei Lues eine Abspaltung von 
Lipoiden oder lipoidihnlichen Stoffen statthat, die ins Blut 
iibergehen. Die Menge der abgespaltenen Lipoide sei im akuten 
Stadium der Syphilis gréBer als in den alteren Perioden der 
Lues. In diesen letzteren und nach vorausgegangener anti- 
luetischer Behandlung nimmt auch die Menge der Lipoide im 
Serum ab. Bittdorf und Schidovsky’) endlich konnten durch 


1) Peritz, Lues, Tabes und Paralyse in ihrem Verhaltnis zum 
Lecithin. Berl. klin. Wochenschr. 1908, 53; Zeitschr. f. experim. Pathol 
u. Therap. 5, Nr. 3 

2) F. Lesser, Syphilis und Lecithin. Arch. f. Derm. u. Syphilis 
113, 609 

3) Bergel, Experimentelle Beitrige zum Wesen der Wassermann- 
Neisser-Bruckschen Reaktion. Miinch. med. Wochenschr. 1912, 1095. 

4) Popoff, Uber himolysehemmende Erscheinungen bei luetischen 
Seren und iiber die Méglichkeit ihrer Ausniitzung fiir die Serodiagnostik 
bei Syphilis. Deutsche med. Wochenschr. 1912, 1533. 

5) Bittdorf und Schidovsky, Experimentelle Untersuchungen 
iiber das Wesen der Wassermannschen Reaktion. Berl. klin. Wochenschr 
1912, Nr. 42. 
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Zerstérung lipoidreicher Organe eine Hemmung der Hamolyse 
durch das Serum so behandelter Tiere erzielen. Diese Versuche 
rufen uns die schon vor Jahren geiuBerte Anschauung von 
Weil und Braun’) ins Gedichtnis, die dem Zerfalle von Organ- 
zellen eine groBe Bedeutung beim Zustandekommen der Serum- 
reaktionen bei Lues zuschreiben. 


Il. 


Zu den folgenden Versuchen wurden frisch dargestellte 
Lipoide verwendet, die wir aus Schweinsgehirnen nach der 
Methode von Erlandsen®*), jedoch in der Kalte, gewonnen 
haben. Es wurden zu diesem Zwecke frische Schweinsgehirne 
im Trockenapparate nach Wiechowski kalt getrocknet und 
in der Kalte mit Ather extrahiert. Der klare Extrakt wurde 
mit Aceton gefallt, der Niederschlag durch Zentrifugieren ge- 
wonnen, in Ather gelést und vom ungelésten abzentrifugiert. 
Die klare Atherlésung wurde wieder mit Aceton gefillt, wie 
vorher behandelt und dieses Vorgehen so oft wiederholt, bis 
die Acetonfallung in Ather klar léslich war. Hierauf wurde 
noch einmal gefiallt, zentrifugiert, abgegossen und der Nieder- 
schlag im Zentrifugierglas unter Kohlenséureatmosphire im 
Vakuumexsiccator getrocknet und aufbewahrt. Diese Fraktion 
enthalt Cuorin, Kephalin und Lecithin. Die Acetonlésung wurde 
im Trockenapparat in der Kialte eingedampft, der Riickstand 
enthielt die Neutralfette und das Cholesterin. 

Das Cuorin-Kephalin-Lecithin-Gemisch wurde in Ather ge- 
lést und mit Alkohol gefallt, zentrifugiert, und dieser Vorgang 
so oft wiederholt, bis klare Lésung in Ather erfolgte. Die 
alkoholische Lésung enthalt das Lecithin, der Alkohol wurde 
durch Wegblasen entfernt. Die in Alkohol unlésliche Fraktion 
wurde in der oben geschilderten Weise im Vakuum getrocknet 
und aufgehoben. Das Gehirn wurde nach der Atherextraktion 
noch weiter mit Ather im Extraktionsapparat erschépft, der 
Riickstand in der Kalte mit Alkohol ausgezogen. In diesem 
Extrakt sind die Cerebroside enthalten, Der Gehirnriickstand 


1) Weil und Braun, Uber die Rolle der Lipoide bei der Reaktion 
auf Syphilis. Wiener klin. Wochenschr. 1908, 151. 

2) Erlandsen, Underségelser over Hjertets fosfatider. Kjoben- 
havn 1906. Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 71, 1907. 
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wurde schlieBlich mit heiBem Alkohol extrahiert, heiB filtriert. 
Beim Abkiihlen fallt das Protagon aus. 

Da ich bei meinen Versuchen wasserige Loésungen benutzte, 
so kamen die Neutralfette, das Cholesterin und die Cerebro- 
side nicht in Betracht, wahrend das Kephalin-Cuorin-Gemisch, 
das Lecithin und das Protagon sich zu den in folgendem ge- 
schilderten Versuchen gut verwendbar zeigten. Ich verwendete 
stets eine 1°/,ige wisserige Lésung von Kephalin-Cuorin (L), 
die stets frisch bereitet wurde und sich als die optimalste 
Lipoidlésung bei meinen Versuchen erwiesen hat. Das Kephalin- 
Cuorin in Substanz hielt sich in der oben beschriebenen Weise 
im Dunkeln aufbewahrt unverindert wirksam, doch wurde fast 
wochentlich frisches Lipoid aus frischem Material hergestellt. 


Versuch 1. 
S = Luesserum. 











Nach 

2» | 4h | 6 | gh | 165 
0,28 + 0,6 H,O _ oe + + | +++ 
028+05H,0} — ~~ | et eS ) oe 
028+04H,0| — = | wh ov +e 
028+03H,O} — -|/-|]|-|+ 
0,2 8 + 0,2 H,0 — | _ | —_ | — — 

| 








+ Flockung, ++ schwacher Niederschlag, +++ starker Niederschlag. 


Wie aus diesem Vorversuche ersichtlich ist, zeigt auch diese Tabelle 
wieder das Maximum des Fillungsphinomens bei einer Verdiinnung des 
Serums mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:3, d. i. 0,2 S:0,6 H,O. 
Eine weitere Verdiinnung ist unzulassig, weil dann auch Normal-Sera 
auszuflocken beginnen. 


Versuch 2. 
S = Serum von Lues. 























Nach 
Qh 4h Gb gh 
0.28+06H,O} — + ++ +++ | bei Zimmertemperatur 
0,.28+0,6 H,O; — -- -- ++ |bei 37° im Thermostaten 


Die Pricipitationsreaktion muB bei Zimmertemperatur angestellt 
werden, die Wairme (Thermostatentemperatur) verlangsamt den Eintritt 
der Fallung. 
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Versuch 3. 
S = Serum von Ekzem. 
L, = 1°/,ige wiasserige Lésung von Kephalin-Cuorin. 





L, = 1/,/pige e * 7 
Lz = "/,0%oige > ” 
048+ 0,02L,—A, 0,48 + 0,02 L, — By 049+ 0,02L,—C¢, 
0,48 + 0,04 L, = Ag 0,4S + 0,04 L, = By 048+ 0,04L,=—C, 
0,48 -+0,06L, =A, 0,4S-+ 0,06 Ly = B, 0,48 + 0,06L,=C, 
Nach Nach Nach 
5b\]55 55 15 5»|15® 
0,28+4+0,6H,0 |— 0,28+0,6H,O |—!| — 0,28+0,6H,O |—| — 
A, B sant ae “| — 
0,21 A, +0,59 H,O} + 0,21B,+0,59H,O|— + 0,210,+0,59H,0] — | + 
rf B sp C, = pe 
0,22 A, +0,58 H,O} + 0,22B,+0,58H,0]— +  0,220,+0,58 H,O]— | + 
B. me] « C, an | 
0,23A,+0,57H,O]+ +  0,23B,4+0,57H,O|—|+ — 0,230,40,57 H,O} — | + 











Zu Normalserum zugesetztes Lipoid in wisseriger Lésung bewirkt 
in dem friiher negativen Serum nach Zusatz von destilliertem Wasser 
deutliche Flockung und Niederschlag. 0,02, 0,04 und 0,06 einer 1 °/,igen 
Kephalin-Cuorin-Lésung sind jene Mengen Lipoid, die ein Normalserum 
so verindern, daB es sich nach Zusatz von destilliertem Wasser so ver- 
halt, wie ein Serum, das deutlich Klausner-positiv ist, d. h. innerhalb 
5 bis 8 Stunden nach Wasserzusatz, ausflockt. 


Versuch 4. 
S = Serum von Urethritis gonorrhoica. 
== 1°%/,ige Cuorin-Kephalin-Lésung. 
0,4S8+- 0,02 L= A, 
0,4S8-+ 0,04 L= A, 
048+ 0,06L= A; 








Nach 
3h 12" 

0,28 + 0,6 H,O — _ 

0,21 A, + 0,59 H,O + 

0,22 A, + 0,58 H,O + + 

0,23 A; + 0,57 H,O - + 
Ay — 

Ag - _ 

As - 
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Versuch 5. 
S= Serum von Ekzem. 
L = 1° ige Lipoidlésung 
0,4S8+-0,02L—A, 
048+-0,04L— A, 
0,4S+-0,06L=A, 














Nach 
35 125 

0,28 + 0,6 H,O inne a 

0,21 Ay + 0,59 H,O FX a 

0,22 A, + 0,58 H,O + 4. 

0,23 A, + 0,57 H,O + + 
a 

Ag me as 

As 7 


Aus den Versuchen 4 und 5 ergibt sich nochmals die Tatsache, 
daB Normalsera, d. h. Sera, die mit destilliertem Wasser nicht ausflocken, 
in Anwesenheit geringer Mengen von Lipoid in intensivem MaBe das 
Phinomen der Ausflockung nach Zusatz von destilliertem Wasser zeigen, 
wahrend die Kontrollen aus Serum und Lipoid ohne Wasserzusatz klar 
bleiben, also nicht ausflocken. 


Die eben angefiihrten Versuche ergaben also die inter- 


essante Tatsache, daB geringe Mengen Lipoid — es geniigten, 
wie aus den Tabellen ersichtlich ist, 0,02 cem einer 1°/, igen 
Kephalin-Cuorin-Lésung —, nach Zusatz der entsprechenden 


Mengen destillierten Wassers, in einem an und fiir sich nega- 
tiven Serum eine positive Reaktion hervorrufen. Diese 
Ausflockung trat nur nach Wasserzusatz auf, wiihrend die 
betreffenden Serum-Lipoidgemische klar blieben und keine 
Flockung aufwiesen. Dai auch in den letzteren Gemischen 
unter gewissen Verhiltnissen Flockung auftreten kann, darauf 
soll bei den betreffenden Versuchsanordnungen hingewiesen 
werden. 

Nach den geschilderten Versuchen war es naheliegend 
zu untersuchen, wie sich natiirlicherweise ausflockende Sera, 
also vor allem Luessera, gegeniiber lipoidlésenden Mitteln und 
aus tierischen Organen (Gehirn) dargestellten Lipoidlésungen 


verhalten. 








48 E. Klausner: 


Versuch 6. 


S, = Serum von Lues (1. Exanthem). 





Se = r ” r (Sklerose, 8. Woche le 
0,2 8, + 0,6 H,O +++ 
0,2 8S, + 0,6 H,O +++ 


0,2 S, nach Ather- 
extraktion + 0,6 H,O 
0,2 S, nach Ather- 
extraktion + 0,6 H,O 








Versuch 7. 
S, = Serum von Lues (Sklerose, 6. Woche). 
S—= » » »( » % » ). 
0,2 8, + 0,6 H,O +4+ 
0,2 S, + 0,6 H,O +++ 


0,2 S, nach Ather- 
extraktion + 0,6 H,O 
0,2 Sg nach Ather- 
extraktion + 0,6 H,O 





Es wurden also Sera von Luetikern, die nach einigen Stunden nach 
Zusatz von destilliertem Wasser ausflockten, mit Ather extrahiert; ich 
erwihne nochmals an dieser Stelle, da8 sich zu diesen Versuchen am 
besten die Sera von Syphylitikern knapp vor Ausbruch der ersten 
Allgemeinerscheinungen und solche mit diesen Symptomen eignen, 
weil diese Sera ausnahmslos in kurzer Zeit ausflocken. 

Es wurden zu den eben angefiihrten Versuchen mehrere 
Kubikzentimeter frischen Luesserums mit Ather extrahiert in 
der Weise, daB zweimal zu je */, Stunde kraftig mit dem mehr- 
fachen Volumen Ather ausgeschiittelt wurde. Hierauf wurde 
der dariiberstehende Ather abgehoben und das Serum durch 
einen Luftstrom vom Ather befreit. Mit diesen so behandelten 
Seren wurden hierauf nebenstehende Versuche angestellt. 

Aus den Versuchen 6 und 7 ist zu ersehen, daB nach der 
Extraktion mit Ather die friiher rasch und intensiv aus- 
flockenden Sera jetzt nach Zusatz von destilliertem Wasser 
keine Spur von Ausflockung zeigten und klar blieben. Diese 
durch die Atherextraktion negativ gewordenen Sera konnten 
jedoch wieder zur Ausflockung gebracht werden (Versuch 8 und 9), 
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wenn ihnen Lipoidlésung in den angefiihrten Mengen zugesetzt 


wurde. 


nach Verdiinnung mit 


destilliertem 


Die Sera also flockten nach Zusatz von Gehirnlipoid, 


Wasser. von neuem aus 


und verhielten sich so wie frische, nicht extrahierte Luessera. 


Versuch 8. 





S, = Serum von Lues II 
S, = dasselbe mit Ather extrahierte Serum 
0,48, + 0,02 L— A, 
0,4 8, +- 0,04 L As 
0,48, + 0,06 L= A, 
| Nach 
{ 3 125 
0,2 Sy + 0,6 H,0 +++ +++ 
0,2 So + 0,6 HAO . 
0,21 Ay + 0,59 H,O + +++ 
0,22 Ag + 0,58 H,O + owe 
0,23 A, + 0,57 H,O + +++ 





As 


Versuch 9. 


S 


Serum von behandelter Lues II. 





1 
S, “ frischer I] 
Ss - - Il 
S, nach Atherextraktion=—A,; 0,4 A, + 0,02 L= B, 
a " Ay; 04 A, +0,04L= B, 
S; As; 0,4 As+ 0,06 L = B, 
Nach Bemerkungen 
Qh Rh 
0,2 8S, + 0,6 H,O -- + Mit Hg behandelte Lues. Ver 
0,2 A, + 0,6 H,O — zogerte und schwachere 
0,21 B, + 0,59 H,O + ope Ausflockung 
B, 
0,2 S, + 0,6 H,O — ++ 
0.2 As + 0,6 H,O = — 
0,22 Bs + 9,58 H,O + tre 
Bg _ — 
0,2 Ss + 0,6 HO +++ | +++ 
0,2 As + 0,6 HO — 
0,23 B, + 0.57 H,O + +++ 
Bs 
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Wie schon erwahnt, geniigt eine */,stiindige Erhitzung 
eines positiven Serums auf 56°, um die friiher deutliche 
Flockungsreaktion zum Schwinden zu bringen. Im Verlauf 
meiner Untersuchungen konnte ich jedoch die Tatsache fest- 
stellen, daB Luessera mit sehr intensiver und rasch (in 2 bis 
3 Stunden) auftretender Flockungsreaktion, auch nach */, stiin- 
digem Erhitzen auf 56°, wenn auch in abgeschwichtem MaBe 
und mit deutlicher Verlangsamung, die Pricipitationsreaktion 
zeigten. Solche Sera konnten erst durch 1 stiindiges Erhitzen 
inaktiviert werden. Wie sich nun friiher positive Sera nach 
1/, stiindiger Erhitzung auf 56° gegeniiber dem Zusatz von 
Lipoidlésung in den gewohnten Mengen verhielten, zeigen fol- 


gende Versuche. 


Versuch 10. 


Serum von behandelter Lues II 
» unbehandelter Lues II 


S 


S, 

S = 
Ss os 
0,48, M4," bei 56° erhitzt + 0,02L — A, 
048, » » » » +0,02L= A, 
$M, eo 2 » +002L=—4, 














Nach Bemerkungen 
- i > 
0,2 8, + 0,6 H,O _ + Behandelte Lues. Geringer 
Niederschlag. 
0,21 A, + 0,59 H,O 7 
A, = 
0,2 S, + 0,6 H,O - | ++ | Deutlicher Niederschlag n. 8% 
0,21 Ag + 0,59 H,O — 
As  — 
0,2 S, + 0,6 H,O +++ +++] Nach 3° ausgeflockt. 
0,21 A, + 0,59 H,O — +++ 
A; +++ 
0,2 S, 4/," bei 56° erhitzt 
+ 0,6 H,O 
0,2 Sy 1/." bei 56° erhitzt 
+ 0,6 H,O - - 
0,2 S, 2/." bei 56° erhitzt 
+ 0,6 H,O +++ 


Im folgenden Versuche wurde untersucht, wie sich normale, 
d. h. negative Sera und positive Sera underweitig kranker In- 
dividuen nach Erhitzen auf 56° und Zusatz von Lipoidlésung 


verhielten. 
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Versuch 11. 


S, = Serum von Lupus vulgaris. 
S, = Ekzem. 

Ss, = Uleus molle. 

S, » Urethritis gon. 
8, = Rhinosklerom. 
Se Tbe. pulmonum. 
S, Lupus vulgaris. 


0,48, 1/.> auf 56° erhitzt + 0,06L — A, 





048, » » » » + 0,06 L Ag 
048, » » » ” +- 0,06 L As 
048g » 9» » » -+0,06L = A, 
048, » » » » -+0,06L — A, 
048, » » » » -+0,06L = Ag 
048, » » » » +006L= A, 

0,2 8,+0,6 H,O 

0,23 Ay + 0,57 

0,2 8,+ 0,6 

0,23 Ag +0,57 » 

0,2 S, + 0,6 “ 

0,23A,+0,57 » 

02 S.+06 » +++ 

0,23 Ag + 0,57 ” 

0.2 S5+0,6  » +++ 

0,23A,+0,57 » 

0,2 So+0,6  » +++ 

0,23Ag+0,57  » +++ 

02 8,406 » 

0,23A,+0,57 » 





Es ist durch die Versuche 10 und 11 die Tatsache fest- 
gestellt worden, daB Sera, die nach */, stiindigem Erhitzen auf 
56° mit destilliertem Wasser keine Fallung mehr ergeben, auch 
nach Zusatz von Lipoidlésung keine Ausflockung mehr zeigen; 
daB aber Sera, die sehr rasch und intensiv ausflockten, das 
nach Erhitzen auf 56° noch taten, wenn auch die Pricipitation 
langsamer eintrat. Diese letzteren Sera konnten nun durch 
Zusatz von Lipoidlésung nach Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser stairker zur Ausflockung gebracht werden; bei diesen 
Seren trat auch in dem Serum-Lipoidgemisch ohne Zusatz von 
destilliertem Wasser haufig eine Flockung auf, ein Phinomen, 
das mit der Porges-Meierschen Reaktion eine gewisse Ahnlich- 


keit besitzt. 
4* 
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Nach diesen Befunden war es von groBem Interesse, fest- 
zustellen, ob und in welcher Weise die Lipoidlésung durch 


1/ stiindiges Erhitzen auf 56° verandert wird. 
2 


Versuch 12. 
Ss Serum von Lues (Sklerose mit 1. Exanthem 
S Serum von Prurigo 
L, = 1°/,ige Kephalin-Cuorin-Lésung, 1/," bei 56° erhitzt 
0,48, 1/," bei 56° erhitzt +- 0,02 L Ay 
0,48, + 0,02 L, B, 
0,4 S, 1/," bei 56° erhitzt + 0,02L = A, 
0,4 S, +- 0,02 L, = B, 





0,2 S,+0,6 H,O +++ 
0,21A, +059 » 

0,21B,+0,59  » +++ 
0,2 S+06 » 

0,214,+0,59 » - 
0,21 Ba +0,59 » +++ 


Es beweist demnach der Versuch 12, da8 die Lipoidlosung 
durch */, stiindiges Erhitzen auf 56° in keiner Weise beeinfluBt 
wurde und, frischen Normalseren zugesetzt, ebenso wie in mit 
Ather extrahierten Seren, eine deutliche Ausflockung nach Zu- 
satz von destilliertem Wasser hervorrief. 

Ich habe deshalb eine Reihe von Versuchen angestellt, um 
den Beweis erbringen zu kénnen, ob die lipoide Komponente 
im Serum trotz ?/, stiindigem Erhitzen auf 56° ungestért wirk- 


sam ist. 


Versuch 13. 


S = Serum von Ekzem. 
S, = dasselbe Serum nach ?/gstiind. Erhitzen auf 56° 
L =1°/,ige Kephalin-Cuorin-Lésung. 


0,48, +0,06L = A. 





Nach 
55 10% 
0,2 S +0,6H,0 — ‘ee a 
0,2 S,+0,6H,O — — 
0,23A +0,28 +1,17 H,O + ++ 
0,23A + 0,28,+ 1,17 H,O _ 
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Versuch 14. 





S = Serum von Lues (Sklerose mit Exanthem 
S, = Serum desselben Falles 1/." bei 56° erhitzt 
N = Normalserum von Ekzem 
Nach 
Rb 12% 
0,28 + 0,6 H,O +++ 44+ 
0,2N + 0,6 H,O 
l cemN + 3cem H,O + 1 cem §; 
Versuch 15. 
N Normalserum von Ule. molle 
N, = dasselbe Serum 1/," bei 56° erhitzt. 
L 1°/,ige Cuorin-Kephalin-Lésung. 


04N + 0,06L—A; 
0,4N, + 0,06 L = Aj; 
04N +.0,06L; das ganze 1/," bei 56° erhitzt = A, 





Nach 


Rb ]25 


0,2 N +0,6 H,O — ~ 
0.2 N,+0,6 H,O - - 
0,23A +0,57H,O | +++ | +++ 
0,2N+0,23 A; +1,17H,O | +++ | +++ 
0,2 N+ 0,23 Ag + 1,17 H,O ~ _ 





Wahrend, wie schon Versuch 12 gezeigt hat, die Er- 
hitzung des Lipoids auf 56° keine Beeinflussung seiner Fahig- 
keit zeigte, frisches Normalserum so zu verandern, daB es auf 
Zusatz der 3fachen Menge Wassers ausflockt, so gelang es 
nicht, im durch Erhitzen inaktivierten (friiher hoch positiven) 
Luesserum nach Zusatz von Normalserum und 3facher Wasser- 
verdiinnung eine Ausflockung zu erzielen, obzwar in diesem 
Gemisch die Serumlipoide von 1 ccm Luesserum auf 0,2 ccm 
Normalserum einwirkten. In vollstindiger Ubereinstimmung 
mit diesem Verhalten ergibt Versuch 15, daB auch in dem 
durch Erhitzen inaktivierten (friiher stark positiven) Gemenge 
von Lipoid und Normalserum das Lipoid die Fihigkeit ver- 
loren hat, zugesetztes frisches Normalserum so zu verandern, 
daB es die Fallungsreaktion zeigt, wihrend das ebenfalls nicht 
mit Wasser reagierende Gemenge von erhitztem Normalserum 
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und nachher zugesetztem Lipoid nach */, stiindigem Einwirken noch 
imstande war, frisch zugesetztes Normalserum durch Wasser fall- 
bar zu machen. 

Im folgenden Versuche habe ich Rinderserum, das be- 
kanntlicherweise gleichfalls das Ausflockungsphanomen mit 
destilliertem Wasser zeigt, mit einem stark ausflockenden Lues- 


serum verglichen. 


Versuch 16. 
S = Luesserum in 3" ausgeflockt 
S, — Rinderserum in 4" ausgeflockt. 
L 1°/,ige Kephalin-Cuorin-Lésung. 











Sint Sis E|- ais 
schwach 

8 +i+ +/- & +i +i+ - 
S1/," bei 56° erhitzt +i¢4|/ —/— S,1/2" bei 56° erhitzt +i¢+¢);-—-|- 
$1/," bei 56° erhitzt +L] + | + + i+ 8, 1/2" erhitzt +L Fitivris 
S mit Ather extrah _ | -' -|{- 8, mit Ather extrah. —{-/|-/|- 
8S mit Ather extrah.+L] + | + + i + S, mit Atherextrah.+L]+/>+j)+ + 
$1/," bei 62° erhitzt — | —<— |= 8, */2” bei 62° erhitzt an hae el kaw 





Es zeigt also dieser vergleichende Versuch zwischen Lues- 
und Rinderserum eine vollstaéndige Ubereinstimmung in bezug 
auf das Pricipitationsphinomen und die bisher in den Ver- 
suchen ausgefiihrten Variationen. Die Fallungsreaktion schwindet 
in beiden Seren allmahlich nach 3 bis 4 Tagen. 

Nach */, stiindigem Erhitzen bei 56° ist wohl der Eintritt 
der Reaktion in beiden Seren verlangsamt, tritt jedoch dann 
in gleicher Intensitét auf; diese erhitzten Sera flocken aber 
nach 2 Tagen nicht mehr aus. 

Durch kiinstlich dargestelltes Lipoid konnte sowohl in den 
auf 56° erhitzten als auch in den mit Ather extrahierten 
Seren auch noch nach 4 Tagen eine Fiallung hervorgerufen 
werden. Lues- und Rinderserum 1laBt sich durch */,stiindiges 
Erhitzen auf 62° vollstandig inaktivieren in der Weise, daB jetzt 
nach Zusatz von destilliertem Wasser keine Pracipitation eintritt. 

Um den Beweis zu erbringen, daB die durch Ather 
extrahierten Lipoide das Phinomen der Ausflockung luetischer 
Sera nach Zusatz von destilliertem Wasser bedingen, muBte 
auBer dem sicher stehenden Befunde, daB nach Atherextraktion 
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die Fallung nicht mehr eintritt, die Tatsache festgestellt werden, 
daB die mit Ather extrahierten Lipoide imstande sind, eine 
Fallung in dem extrahierten und in negativen Normalseren 
nach Zusatz von destilliertem Wasser hervorzurufen. 

Es wurden zu diesem Zwecke 2 ccm Serum von Lues, 
welches in einigen Stunden ausgeflockt hatte, mit Ather zwei- 
mal zu je einer Viertelstunde extrahiert, der Ather abgehoben 
durch einen Luftstrom weggeblasen und der Atherriickstand 
mit der 3fachen Menge destillierten Wassers aufgenommen und 
unter Verreiben nach Modglichkeit gelést, klar abzentrifugiert 
und mit der opalescenten Lipoidlésung folgende Versuche an- 


gestellt. 
Versuch 17. 
8 Serum von Lues II. 
S, — dasselbe Serum nach Atherextraktion. 
L Atherriickstand aus 2 ccmS in 6 ccm destillierten Wassers 


gelést. Es entsprechen dann 0,2 Serum 0,6 der gelésten Lipoide 











Nach 
6" 12 
0,28 +0,6 H,0 Ante | +44 
0,28, + 0,6 H,O “ i 
0,28, +0,6L — ++ 


Versuch 18. 
S =Serum von Ekzem. 
S, = Dasselbe Serum 1/," bei 56° erhitzt 
L = Lues-Serum-Lipoid-Lésung wie in Versuch 16 

















Nach 
6 | = 128 
0,2 S +0,6 H,O —_ — 
0,2 S,+0,6 H,O _ — 
0.28 +0,6 L _ | + 
0,2 8, +0,6 L _ — 


Es gelang demnach mit den aus dem Luesserum extra- 
hierten und in Wasser gelésten Lipoiden, in dem nach Ather- 
extraktion negativen Serum, von neuem eine Fiallung hervor- 
zurufen, desgleichen trat bei negativen Normalseren nach Zu- 
satz dieser durch Extraktion gewonnenen Lipoide eine Praci- 
pitation im frischen Serum auf, wihrend dieselbe in auf 56° 
erhitztem Serum, entsprechend den Befunden bei von Natu 
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aus positiven Seren oder solchen mit Zusatz kiinstlich darge- 
stellten Lipoids, ausblieb. Um zu sehen, ob konzentriertere Lo- 
sungen der mit Ather extrahierten Lipoide das Pricipitations- 
phinomen deutlicher bzw. intensiver gestalten konnen, wurden 


folgende Versuche ausgefiibhrt. 


Versuch 19. 


S Serum von Lues II. 
S, = Serum desselben Falles nach Atherextraktion 
L Lipoidlésung aus 2 cem S durch Atherextraktion gewonnen und in 


2 cem destillierten Wassers gelést 





Nach 
6» 125 
0.2 8S +0,6 H,O +4 +4++ 
0,2 8, +0,6 H,O cane it 
0,2 8,+0,6 L +++ 





Versuch 20. 
S =—Serum von Ekzem 
S, = Dasselbe Serum '/," bei 56° erhitzt. 
L Lues-Serum-Lipoid-Lésung wie bei Versuch 18 





Nach 


6 128 


0,2 8S +0,6 H,O ome | — 
0,28 +0,6 L + +44 
0,2 8S, +0,6 H,O a ie 
0,2 8, +0,6 L ~~ = 





Es zeigen also die Versuche 17 und 18, da8 durch eine 
starkere Konzentration der aus dem Luesserum gewonnenen 
Lipoidlésung ein rascheres und intensiveres Auftreten der 
Flockungsreaktion erzielt werden konnte. 

SchlieBlich habe ich auch Untersuchungen angestellt dahin 
zielend, ob es gelingt, durch die Lipoide, die ich aus Normal- 
seren extrahierte, in Normalseren nach Zusatz derselben und 
Verdiinnung mit destilliertem Wasser, Ausflockung zu erzielen. 
Zu diesem Zwecke wurden wieder aus 2 ccm Normalserum 
mittels Ather die Lipoide extrahiert und der Atherriickstand 
in 2 cem destilliertem Wasser gelést, abzentrifugiert und die 
Lésung frischem Normalserum zugesetzt. 

















A 
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Versuch 21. 
Ss Normalserum von Prurigo 
S$, = Dasselbe Serum mit Ather extrahiert. 
S, == Das Normalserum 1/,® bei 56° erhitzt. 
L Lipoidlésung aus 2 cem Serum in 2 ccm dest. Wassers 





Nach 


6» 125 


02S +06 H,O _ 


02 S, + 0,6 H,O ae: Cnt 
0,2 Se + 0,6 H,O — _— 
0,2 8,+0,6 L +4 
02 So + 0,6 4 hies 
02S +06 L “ ++ 





Es gelingt demnach durch eine konzentriertere Lipoid- 
lésung, die durch Atherextraktion eines Normalserums ge- 
wonnen wurde, in dem negativen Normalserum und in dem 
durch Ather extrahierten Normalserum eine deutliche, wenn 
auch schwache Flockung hervorzurufen, wenn man, wie ich es 
bei meinen Versuchen getan habe, den Lipoidgehalt des Serums 
auf das 4fache der Norm erhdht. 

Ich habe, wie der Versuch 20 zeigt, den Atherextrakt aus 
2 ccm Serum in 2 cem destilliertem Wasser gelést und davon 
0,6 cem zu 0,2 ccm des unextrahierten Serums zugesetzt, so 
daB dann in diesem Gemisch die Lipoide von 0,8 cem Serum 


vorhanden waren. 


III. 

Meine Untersuchungsresultate lassen sich folgendermaBen 
zusammenfassen : 

1. Jedes die Ausflockungsreaktion gebende Serum 
laBt sich durch Atherextraktion oder Erhitzung in- 
aktivieren. Durch Atherextraktion inaktiviertes 
Serum 1aBt sich durch nachtraglichen Zusatz von Ge- 
hirnlipoiden (Lecithin-Cuorin-Kephalin-Fraktion) wie- 
der aktivieren. Das durch Hitze inaktivierte Serum 
148t sich durch Lipoid nicht reaktivieren. 

2. Ein negativ reagierendes Normalserum 1aBt 
sich durch Gehirnlipoid aktivieren, erhitztes Nor- 


malserum jedoch nicht. 
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3. Durch Gehirnlipoid positiv gemachtes Serum 
laBt sich durch Erhitzen inaktivieren. 

4. Das Erhitzen des Lipoids ist unwirksam, d. h. 
das Lipoid behalt auch nach dem Erhitzen seine volle 
Wirksamkeit. 

5. Die kiinstliche Flockungsreaktion tritt wie die 
natiirliche in der Warme langsamer auf. 

6. Die kinstliche Pracipitationsreaktion, durch 
Erhitzen inaktiviert, wird auf neuerlichen Serumzu- 
satz nicht positiv. Demnach wird das Lipoid bei An- 
wesenheit von EiweiB durch Erhitzen inaktiviert. 

7. Auch fiir die kiinstliche Fallungsreaktion ist 
das Verhaltnis von Serum zu destilliertem Wasser 
1:3 das optimale. 

8. Die natiirliche Priacipitationsreaktion, wenn 
durch Erhitzen inaktiviert, laBt sich durch frisches 
Normalserum nicht wieder aktivieren. 

9. Ein positives Serum, durch Atherextraktion in- 
aktiviert, 14Bt sich durch Zusatz des in destilliertem 
Wasser gelésten Atherextraktes reaktivieren, nega- 
tives Normalserum wird durch den Zusatz desselben 
positiv. Auch stairkere Konzentrationen des aus 
negativem Normalserum gewonnenen und in destil- 
liertem Wasser gelésten Atherextraktes vermégen, 
Normalserum zugesetzt, indemselben eine Ausflockung 
hervorzurufen. 

10. Von den verschiedenen Fraktionen der Gehirn- 
lipoide sind wirksam die Cuorin-Kephalin-Fraktion, 
Lecithin und Protagon. 

Durch diese Untersuchungen wurde festgestellt, 
daB nicht vermehrte Globuline das Pracipitations- 
phinomen nach Zusatz von destilliertem Wasser zu 
dem betreffenden Serum hervorrufen, daB vielmehr 
die Anwesenheit wahrscheinlich vermehrter Lipoide 
im Serum bei der Lues in gewissen Stadien und auch 
bei anderen Infektionskrankheiten die von mir an- 


gegebene Priacipitationsreaktion bedingt. — 























Die Abhangigkeit spezifischer Fallungsreaktionen von 
der Wasserstoffionenkonzentration. 
Von 
L. Michaelis und H. Davidsohn. 


Aus dem biologischen Laboratorium des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 26. Oktober 1912.) 


Unter einer spezifischen Fallung verstehen wir in Uber- 
einstimmung mit dem bestehenden Sprachgebrauch die Fallung, 
die ein Antigen mit seinem spezifischen Antikérper erzeugt, 
alsc die in vitro sichtbaren Reaktionen der Pricipitine und 
der damit aufs innigste verwandten Agglutinine. Bei diesen 
Fallungen handelt es sich ganz allgemein gesprochen stets um 
die gegenseitige Fallung zweier Kolloide, und es soll die Auf- 
gabe dieser Arbeit sein, diese Fillung mit der banalen Fallung 
zweier Kolloide, insbesondere zweier amphoterer Kolloide, zu 
vergleichen. Der Anla®B, diese Frage aufzuwerfen, war dadurch 
gegeben, daB wir kiirzlich*) iiber das Wesen der unspezifischen 
Fallungen zweier Kolloide einen gewissen AufschluB geben 
konnten. Die gegenseitige Fallung zweier amphoterer Kolloide 
war naimlich von der Wasserstoffionenkonzentration der Lésung 
abhangig und erreichte ein Maximum, wenn die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung so beschaffen war, daB sie gleich- 
zeitig dem einen Kolloid eine positive, dem anderen eine nega- 
tive Ladung erteilte. Das Fallungsoptimum lag daher zwischen 
den isoelektrischen Punkten der einzelnen Kolloide. Die Fal- 
lung der Verbindung zweier Kolloide war daher, ebenso wie 
die Fallung eines einzelnen Kolloids, von der Wasserstoffionen- 
konzentration der Lésung in hervorragendem Mae abhangig. 

Unsere Frage war daher zunichst, ob auch die Entstehung 
der spezifischen Fallungen in gleichem Mae von der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lésung abhangig sei. Es wurden 


1) Diese Zeitschr. 39, 496. 
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zu diesem Zweck Pracipitine mit ihrem Pracipitogen und ferner 
Agglutinine mit ihren homologen Bakterien vermischt. diese 
Mischungen durch Zusatz von Regulatoren auf verschiedene 
Wasserstoffionenkonzentrationen gebracht und untersucht, inner- 
halb welches Bereiches von H-lonenkonzentration die Pri- 
cipitationen bzw. Agglutinationen auftreten. Die experimen- 
telle Schwierigkeit liegt nun darin, daB das Pricipitinserum 
allein, und ebenso das priacipitogene Serum allein, ferner auch 
das Agglutininserum allein und ganz besonders die Bacillen- 
suspension allein durch bestimmte Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen ausgeflockt werden. Bei den Seren sind es die Globu- 
line, die ausflocken'), und die Ausflockung der Bacillensuspen- 
sion wurde kiirzlich beschrieben*). Es handelte sich also stets 
darum, wenn eine Fallung entstand, diese sicher als eine spezi- 
fische Fallung, als eine Ausflockung der Antigen-Antikérperver- 
bindung zu erkennen und von der Ausflockung der isolierten 
Komponenten zu unterscheiden. In unserem friiheren Beispiel, 
Nucleinsiure-Albumin z. B., war diese Entscheidung nicht schwer, 
denn das Fallungsoptimum der einzelnen Komponenten war 
von dem der Verbindung so weit entfernt, daB eine Verwechslung 
nicht méglich war. Bei den spezifischen Fallungen war das 
von vornherein nicht so leicht. Wir hatten aber hier dafiir 
die Méglichkeit, die wirksamen Substanzen in so hoher Ver- 
diinnung anzuwenden, daB sie isoliert keine deutlichen Fal- 
lungen ergaben und jede auftretende Fillung auf die spezifische 
Verbindung bezogen werden konnte. 
Die Versuche hatten folgendes Resultat. 


I. Versuche mit Typhusagglutinin. 


Dem Plane gemaB wird nacheinander der isoelektrische 
Punkt des Agglutinins, der der agglutinablen Substanz und zu- 
letzt das Flockungsoptimum der Verbindung beider bestimmt. 


a) Der isoelektrische Punkt des Agglutinins. 


DaB die Antikérper im allgemeinen zu den elektroampho- 
teren Stoffen gehéren, wurde zuerst von Landsteiner und 


1) P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 28,-193, 1910 
2) L. Michaelis, Deutsche med. Wochenschr. 1911, Nr. 21; 
M. Beniasch, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 12, 268, 1912. 
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Pauli’) festgestellt. Sie fanden kathodische Wanderung der- 
selben in saurer Lésung, anodische Wanderung in alkalischer 
Lésung. Wir konnten unter Heranziehung unserer Erfahrungen 
der Wanderungsmethode jetzt den Versuch unternehmen, den 
isoelektrischen Punkt des Agglutinins etwas genauer zu _ be- 





stimmen. 
Tabelle LI. 
Uberfiihrungsversuche mit Typhusagglutinin. 
YI - 
fH} i Mit- — , ee :, 
Ter- {fH | in d. Mit Agglutinationstiter der Fliissigkeiten 
Ver telfliissigkeit . 
h seais Otome nach dem Stromdurchgang 
suc > wn ie 
Nr. durchgang ge- - 
messen Mitte Anode Kathode 
Agglutinin 1,0 
| */sprim. Phosphat 0,2 1.15-10-7 1/;og9 Stark, 1/4, stark, 0 
" 3 * - ay , 1/,5g98chwach 1/9 schwach 
aest. asser d; 
Agglutinin 1,0 ; , 
» ®/,-prim. Phosphat 0,5 26.1077 /eso Stark, /4o stark, 0 
0/,-sek bs 0.25 ts 1/jog9schwach 1/,9 schwach 
dest. Wasser 13,25 
Agglutinin 1,0 
3 */,-prim. Phosphat 0,9 1.0-19-8 | /es0 stark, 1/.. stark |“/4o Stark, — 
®/,-sek. . 0,09 ; 1/segqschwach, =‘ 8° 1/s9 schwach 
dest. Wasser 13,01 
Agglutinin 0,9 ¥ : 
{ ®/,o-Natriumacetat 3,0 51-10-68 |,/%#° stark, 1/599 stark [eo stark, 
0/1 9-Essigsiure 0,75 Si /yes98chwach /160 Schwach 
dest. Wasser 8,35 
Agglutinin 0,9 
- ®/;o-Natriumacetat 3,0 2,0-10-5 [4/49 stark, 0 | 4/g9 stark 
®/,9-Essigsaiure 3,0 (berechnet) |#/;9g98chwach 
dest. Wasser 8,1 | 











Der Stromdurchgang betrug stets 4 Stunden, die Klemmspannung 
110 Volt. Das verwendete Agglutinin (Kaninchenserum) hatte einen 
Titer von mehr als 1: 10000. Die Angaben des Agglutinationstiters sind 
folgendermaBen zu verstehen: ,,1/9g99 stark, 4/2599 schwach* bedeutet: Die 
betreffende Fliissigkeit (die selbst schon eine hohe Verdiinnung des Aggluti- 
nins darstellt) gibt in einer Verdiinnung von !/;999 eine starke Aggluti- 
nation, bei 4/.599 eine unvollkommene, und bei !/;999 tberhaupt keine 
Agglutination mit Typhusbacillenaufschwemmung 

Hieraus ergibt sich der isoelektrische Punkt zwischen 
1-10°° und 5-10~*, ein Wert, der innerhalb der Versuchsfehler 
identisch ist mit dem des Serumglobulins?) (4-10~*). Also auch 


1) Landsteiner und Pauli, XI. Kongr. f. inn. Med. 1908, 57 
2) P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 28, 193, 1910 
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in dieser Beziehung besteht ein inniger Zusammenhang von 
Antikérpern mit dem Serumglobulin, wie er ja auch beziiglich der 


Aussalzungsgrenzen_ besteht. 


b) Der isoelektrische Punkt der agglutinablen 
Substanz. 

Die agglutinable Substanz laBt sich nach R. Kraus’) von 
den Typhusbacillen dadurch trennen, da8 man eine altere Kultur 
der Bacillen durch ein Pukall-Filter filtriert. Das bacillenfreie 
Substrat enthalt die agglutinable Substanz, die durch Macera- 
tion aus den Bacillenleibern in die Lésung gegangen ist und 
sich dadurch dokumentiert, daB diese Lésung mit Typhusagglu- 
tinin einen Niederschlag gibt. In Anlehnung an diese Methode 
erhielten wir die agglutinable Substanz der Typhusbacillen auf 
folgende Weise. Es wurden 8 Typhuskulturen auf schriagen 
Agarréhrchen nach 24stiindigem Wachstum in 300 ccm de- 
stilliertem Wasser mit einem Zusatz von *,°', Phenol auf- 
geschwemmt, 3 Wochen bei Zimmertemperatur gelassen und 
dann scharf abzentrifugiert. Die Bacillen lassen sich so ver- 
haltnismaBig leicht vollkommen abzentrifugieren und die kaum 
opalescierende Fliissigkeit gibt mit Typhysagglutinin einen spezi- 
fischen Niederschlag. 

Wir hatten nun durch Wanderungsversuche mit dieser 
Fliissigkeit den isoelektrischen Punkt direkt bestimmen kénnen, 
jedoch ware das sehr schwierig, weil es nicht leicht ist, die an 
sich schon sehr verdiinnte Lésung des Agglutinins im Wande- 
rungsversuch, wo wir immer nur sehr geringe Anteile der Ge- 
samtmenge durch den elektrischen Strom iiberfiihren kénnen, 
mit ausreichender Schiarfe nachzuweisen, wie dies beim Agglu- 
tinin méglich gewesen war. Wir wahlten desbalb eine indirekte 
Methode. Wir konnten namlich friiher zeigen, daB die aggluti- 
nable Substanz des Typhusbacillus ein Flockungsoptimum bei 
einer [H’] von 4-10°° hat. Die Identitét der siurefallbaren 
Substanz mit der spezifisch-agglutinablen Substanz konnte 
Beniasch*) dadurch wahrscheinlich machen, daB er die Paral- 
lelitat der Saiureagglutination und der spezifischen Agglutina- 
tion bei Typhusstémmen verschiedener Agglutinabilitaét nach- 


1) R. Kraus, Wiener klin. Wochenschr. 1907 
2) M. Beniasch, Zeitschr. f. Imm.-Forschung 12, 268, 1912 
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wies. Diesen Wahrscheinlichkeitsbeweis kénnen wir jetzt auf 
folgende Weise zur GewiBheit erheben: 

Die abzentrifugierte Fliissigkeit wurde in der Weise, wie 
friiher’) beschrieben, durch Acetatgemische auf verschiedene 
[H’] gebracht und festgestellt, daB bei derselben [H'], die das 
Saureagglutinationsoptimum der Bacillen darstellt, eine Flockung 
in unserer Fliissigkeit entsteht. Nunmehr wurde in gréSerem 
MaBstabe diese Flockung hergestellt, indem 450 ccm der Fliissig- 
keit mit 10 ccm eines Acetatgemisches von der Zusammen- 
setzung: 5 cem n-NaOH, 15 ccm n-Essigsiure. 80 ccm Wasser 
versetzt wurden. Die Entstehung der Flockung wurde abge- 
wartet (etwa 1 Stunde), dann die Flockung scharf abzentri- 
fugiert, die Fliissigkeit verworfen und die Flockung in wenigen 
Kubikzentimeter Wasser und einigen Tropfen ® ,-sekundirem 
Phosphat (zur Neutralisierung der Reste des anhaftenden Acetat- 
gemisches) gelést. Jetzt haben wir also eine reine Loésung 
des séureflockbaren Koérpers vor uns. Nunmehr wird eine Probe 
dieser Lésung mit etwas Typhusagglutinin (hochwertiges Typhus- 
Kaninchenserum) versetzt und gefunden, daB rasch eine ener- 
gische Flockung eintritt. Damit ist erwiesen, daB die saure- 
flockbare Substanz gegen spezifisches Agglutinin reagiert und 
daher mit der spezifisch-agglutinablen Substanz identisch ist. 
Nunmehr ist auch der isoelektrische Punkt der agglutinablen 
Substanz sofort bekannt, er ist namlich identisch mit dem 
Flockungsoptimum der Typhusbacillen bzw. der Bacillensubstanz- 
lésung. Fir die Behauptung, daB das Saureflockungsoptimum 
mit dem isoelektrischen Punkt der flockbaren Substanz iden- 
tisch ist, brauchen wir heute auf Grund unserer zahlreichen 
Einzelerfahrungen keinen besonderen Beweis mehr zu erbringen. 
Es ist somit erwiesen, daB der isoelektrische Punkt des Agglu- 
tinins = ca. 4-10~°, der der agglutinablen Substanz ca. 4-10~° ist. 


c) Das Agglutinationsoptimum der Bacillenagglutinin- 
verbindung. 

Dieser Tabelle II kann man folgendes entnehmen: Das 

reine Saureagglutinationsoptimum (Versuch a) liegt etwa bei 

5-10-°. Bei Zusatz auBerst starker Agglutininverdiinnungen 


1) L. Michaelis, Deutsche med. Wochenschr. 1911, Nr. 21 
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(Versuch b, c) tritt keine merkliche Anderung der Erscheinungen 
ein. Bei héherer Konzentration (d) des zugefiigten Aggluti- 
nins markiert sich neben der Saureagglutination (um 5-10~°) 
eine schwache spezifische Agglutination abwirts von 8-10~°. 
Zwischen 8-107" und 2,5-10~° tritt keine Agglutination ein. 
Es verhalten sich die Typhusbacillen zum Teil noch wie un- 
beladene, jedoch bemerkt man zum anderen Teil schon ihre 
Beladung mit Agglutinin. Bei noch konzentrierterem Agglutinin 
(Versuch e bis g) verbreitert sich die Zone der spezifischen 
Agglutination und verschwindet allmahlich das Saurefillungs- 
optimum. Bei noch hdherer Konzentration des Agglutinins 
(Versuch h, i, k, 1) verbreitert sich die Zone der spezi- 
fischen Agglutination immer weiter, sogar in das Gebiet der 
Saéureagglutination hinein und iiberschreitet sie sogar. Je kon- 
zentrierter das Agglutinin wird, desto weniger ist die Agglu- 
tination von der [H’] der Lésung abhangig. Zu erwahnen ist 
noch, daB bei den héchsten Agglutininkonzentrationen (Ver- 
such 1) die schon bei einer [H’] von 107‘, also bei neutraler 
Reaktion (und auch bei alkalischer Reaktion) vorhandene Agglu- 
tination mit zunehmender Aciditat eher noch energischer wird 
(Réhrchen 8 bis 12). Jedoch ist hier die Agglutination in 
allen Réhrchen so energisch, daB wir auf den graduellen Unter- 
schied zwischen den mit xxx und xxxx bezeichneten Resul- 
taten kein groBes Gewicht legen. 

Besonders sei nochmals auf Versuch d und e hingewiesen, 
die mit ihren zwei getrennten Agglutinationszonen den Schliissel 
fiir das Verstindnis geben. 

Wir erkennen hier, daB die spezifische Agglutination in 
ziemlich weitem Umfange von der H-Konzentration der Lésung 
unabhingig ist. Eine annaihernd neutrale Reaktion ist jeden- 
falls eine giinstige Bedingung fiir die spezifische Agglutination. 
besonders bei kleinen Agglutininmengen. Bei neutraler Reaktion 
hat aber, wie aus der Lage der soeben bestimmten isoelektri- 
schen Punkte hervorgeht, sowohl das Agglutinin wie die agglu- 
tinable Substanz eine positive Ladung, und es ist somit er- 
wiesen, daB die beiden bei neutraler Reaktion miteinander 
reagierenden Substanzen die gleiche elektrische Ladung haben. 
Ihre Affinitat kann daher nicht auf einer gegensitzlichen 
elektrischen Ladung beruhen. Bei einer [H’] von ca. 1-10~° 
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66 
haben die beiden Substanzen eine gegensitzliche Ladung; die 
agglutinable Substanz ist noch elektropositiv, das Agglutinin 
schon elektronegativ. Trotzdem sich dieser Punkt, 
1-10~-°, fiir die spezifische Agglutination in keiner Weise vor- 
teilhaft aus, im Gegenteil, dieser Punkt stellt ungefihr die 
Grenze dar, bei der die spezifische Agglutination bei der ge- 
ringsten tiberhaupt noch wirksamen Agglutininmenge noch er- 
haltlich ist (Versuch d, e). Die beiden Substanzen reagieren 
also am besten aufeinander, wena sie beide negativ geladen sind, 
reagieren aber beide bei Gegenwart reichlicher Agglutininmenge 
so gut wie unabhangig von ihrer elektrischen Ladung_ stets 


zeichnet 


miteinander. 

Obige Tabelle umspannt einen [H]-Bereich von 2-10~* 
bis 4-10-*. Es war wiinschenswert, diesen}BereichYnach der 
alkalischen Seite noch zu verbreitern. Dies wurde auf folgende 
Weise mit Phosphatgemischen erreicht: 


Tabelle III. 


Typhusbacillen je 2 ccm. 


























Rébrehen 
i 3 4 5 6 7 8 9 10 
®/, 9- sekundiares 
Na-Phosphat | 0,5 | 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
®/, 99-primires ; 
Na-Phosphat 0,0 | 0,05 | 0,1 0,2 0,4 0,8 wi- — 
®/, 9 primares 
Na-Phosphat — |— — _ - | 0,382 | 0,64 1,28 
Wasser . . 23 | 2,25) 22 | 2, 1,9 15 | 0,7 | 198] 1,66 | 1,02 
(H'] = ca. | 10-1¢ |2.10-9 4-10-98.10-9 10-10-§ 3.-10-8 6-10-81-10-7 2-10-7 5.10-* 
Agglutinin 
1/s000) 0,2 | 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 | 0,2 0,2 0,2 
Resultat nach 
2 Std. 0 0 0 0 0 0 x x x x 
24 Std x x x x x x x x x x 
Derselbe Versuch, aber sekundéres und primares Phosphat vertauscht: 
[H’}] = ca. [5-10-4/2.10-51-10-5|5- 10-8/2,5-10-® 1,2. 10—8/6-10—7|3- 10-81,5-10-8|7- 10-* 
Resultat nach | 
2 Std. 0 0 0 0 0 0? x x x 0? 
24 Std x x x x x x x x x 0? 





Aus der oberen Reihe ergibt sich, daB das Fallungsoptimum ag- 
glutininbeladener Bacillen > 6-10~-8, aus der unteren, daB es < 1-10~® ist. 
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Es ergibt sich hieraus, daB bei dem hier gewaihlten Mengen- 
verhaltnis von Agglutinin und Typhusbacillen das Optimum der 
Agglutination zwischen etwa 6-10~° und 1-10~® liegt. 

Zusammenfassend kénnen wir iiber die Agglutinine fol- 
gendes sagen: 

Bei Anwesenheit etwas reichlicher Mengen von 
Agglutinin werden die Bacillen bei neutraler, saurer 
und alkalischer Reaktion gleich gut agglutiniert. Geht 
man aber mit der Agglutininmenge immer weiter bis 
an die eben noch wirksamen Mengen herunter, so tritt 
die Abhangigkeit der Agglutination von der [H] deut- 
licher, wenn auch nicht immer sehr scharf definierbar, 
hervor, und zwar liegt die Zone der Agglutination dann 
ungefahr bei neutraler Reaktion. 


II. Versuche mit EiweiBpricipitinen. 


Als Antigen wurde Hammelserum, als Pricipitin das 
Serum eines mit Hammelserum vorbehandelten Kaninchens 
benutzt. 

Das durch Injektion von Hammelserum erhiltliche Pri- 
cipitin reagiert, wie aus meinen friheren Arbeiten hervorgeht, 
so gut wie ausschlieBlich mit dem Globulin des Hammelserums. 
Dieses ist daher als die eigentliche pracipitable Substanz auf- 
zufassen. Ihr isoelektrischer Punkt liegt, wie friiher festgestellt 
wurde, bei 3,6-10~°. 

Der isoelektrische Punkt des Pracipitins wurde nicht durch 
Uberfiihrungsversuche festgestellt, weil es groBe Schwierigkeiten 
macht, das in die SeitengefiBe des Uberfiihrungsapparates hinein- 
gewanderte, sehr verdiinnte Pricipitin nachzuweisen. Denn der 
Nachweis eines stark verdiinnten Pricipitins ist viel schwieriger 
als der eines Bakterienagglutinins. Bei dem engen Zusammen- 
hang des Pricipitins mit dem Globulin des Pracipitinserums 
(gleiche Aussalzbarkeit durch Ammonsulfat) in Verbindung mit 
dem Nachweis, daB das Typhusagglutinin mit dem Globulin des 
Serums den isoelektrischen Punkt gemeinsam hat, kénnen wir 
es wenigstens als wahrscheinlich hinstellen, daB auch der iso- 
elektrische Punkt des Priacipitins mit dem des Serumglobulins 


zusammenfallt. Wir hatten dann die auffillige Tatsache, dal 
5 
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Tabelle IV. 
: 7 = — Rébrehen or are _ 
1| 2 3 | 4 | 5 6 7 s | 9 : 10 | 11 
he Ne | 
Acetat | 0,25; 0,25 | 0,25 0,25 | 0,25 0,25 0,25 0,25 | 025 | 0,25 | 0,25 
*/:00° Essig- 
siure |0,0 | 0,05 | 0,1 | 0,2 0,4 —-|-—- —- |—|=—] - 
"hoe «(Cn —|/—;)j my} 0,08 | 0,16 0,35 | 0,6 
a/,- n — | _ —/j—- }j—-ti—}—_- |= — | 0, 26 
dest | _ | | 
Wasser | 0,75) 0,7 0,65 | 0,55 | 0,85 | 0,67 | 0,59 0,43 | 0,13 | 0,62 | 0,49 
[H’] cows, | 10-7/8-10-7/1,6-10-*18- 10-96-10 1,3-10-5 2,6. 10-5'5-10-5'1.10-# 2. 10- 


Dazu je 0,5 Pracipitin, im Verhaltnis von 1:p mit dest. Wasser verdiinnt, und 0,5 Hammel 
serum, im Verhiltnis von 1:h mit dest. Wasser verdiinnt. 
























































p 10 
h 25 | 
Resultat | 0 | + + ++ | +++ | tt++ | +++ 0 0 0 0 
h 1000 | (+) | (+4) + | + + (+) 0 0 0 0 
p 20 | | 
h 100 | 0 | (+) | (+ + | ++ | ++ | (+) 0 0 0 0 
Pp 40 | | 
h 1000 0 0 (+) ; + | (+ | + 0? 0 0 | O 0 
p 40 | ts i 
h 3000 |(+)| (4) | (+4) | ++ + 0 | 0 | Oo 0 
p 50 | | | ] 
h 50 | 0} (4) | +4 ere +++} 4+] 0 | 0 | O | 0 | 0 
28 pon ae | | | 
h 100 | 0 | (+) | ++ | +++ | ++] (4) | «0 0 0 | 0 /| 0 
p 50 | | | | | | 
h 200 [(+)} + | ++] ++ | +] HH] 0 | 0 0 | 0 0 
p 50 | | 
h 400 | (+)) ++ | ++ +4 (+) 0? 0 0 0 | 0 0 
Kontrolle. 
P 50 | | | | 
h oo 0 0 o> | OF | (+ | 0 0 0 0 | Oo 0 
p co | | | 
h 40 |0/ 0/]0 /] 0 | O 0 0 | O 0 | 0 0 
p 20 | | 
h 1000 + | ++ | +(+)| +(+) + (+) er @ 0: 0 0 
p 20 
h 500 | +] ++ | ++] ++ + | (+) 0 0 0 0 0 
} 
p 20 | 
h 20 | +] ++ | ++] ++ | + |) H 0 0 | 0 0 0 
| 
p 20 | | 
h 100 [(+)| ++ | ++ ++ ++ | 0? | O oe 0 0 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Pp 
h 


p 
h 


Pp 
h 


Pp 
h 


100 


250 


20 
oa 


Réhrcechen 











1) 2 =) S | 8.5 2S 8 | 9 | 10 11 
Kontrolle: Hammelserum allein. 
0}; O 0 | + + 0? 0 0 0 0 0 
0 | 0 0 | + + 0? 0 0 0 0 0 
0 | 0 0 | ((+)) (+)) 0 0 0 0 0 0 
Pricipitinserum allein. 
0 | ((+)) + + + ((+)) 0 0 0 0 0 


Antigen und Antikérper in diesem Falle den gleichen iso- 
elektrischen Punkt haben, und daraus allein wiirde schon her- 
vorgehen, daB die Affinitat der beiden zueinander nicht auf 
einer gegensitzlichen elektrischen Ladung beruhen kann. Die 
Versuche ergaben nun vorstehendes (Tab. IV). 

Aus dieser Tabelle folgt, daB die Fallungsgrenzen des 
spezifischen Pricipitats bei Gegenwart kleiner Pracipitinmengen 
sich einigermaBen scharf bestimmen lassen. Sie liegen in der 
Regel zwischen 3-10~° und 6-10~°, manchmal scheinbar der 
ersten, manchmal der zweiten dieser beiden Zahlen niaher. 
jedenfalls aber stets so nahe an dem Fillungsoptimum des 
Serumglobulins (4-10~*°), daB eine Verschiedenheit des Fallungs- 
optimums des spezifischen Pracipitats und des reinen Serum- 
globulins nicht erwiesen werden kann. Der Unterschied ist 
nur der, daB die gewohnliche Globulinfaillung von einer gewissen 
Verdiinnung ab kaum mehr bemerkbar ist, wahrend die spezi- 
fische Pracipitation bei der gleichen Verdiinnung noch stark er- 
kennbar ist. Die Erscheinungen sind also recht verschieden 
von denen des Typhus-Agglutinins. 

In dieser Tabelle sind nur die Versuche mit hohen Pri- 
cipitinverdiinnungen protokolliert. Uber die Versuche mit 
starker konzentriertem Priacipitin kénnen wir zahlreiche 
Versuche in dem folgenden Satze zusammenfassen: Die Ent- 
stehung der spezifischen Fallungen ist nicht an genaue 
[H'] gekniipft; sie entstehen in dem ganzen, durch 
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Phosphatmischungen erreichbaren Gebiete von [H)} 
zwischen 10~° und 107%, gleich gut. 


III. Allgemeine Schliisse. 

Betrachten wir nun die Abhangigkeit dieser Fallungen, die 
aus der Vereinigung eines Antikérpers mit seinem Antigen her- 
vorgehen, und vergleichen sie mit den Fallungen, die aus Nuclein- 
siure mit einem EiweiBkérper entstehen, so fallt sofort ein 
bedeutender Unterschied in die Augen. Wahrend die Ent- 
stehung der Nucleinsiure-Albuminfallungen an eine geeignete 
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung gekniipft ist, sind die 
spezifischen Fiallungen in weitem MaBe von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung unabhingig. Bei der Pricipitin- 
reaktion macht es fast gar keinen Unterschied, ob die [H’] der 
Lésung irgendwo zwischen 10~* oder 10~° liegt. Bei den 
Agglutininen ist, wenn wir mit einigermaBen groéBeren Agglutinin- 
mengen arbeiten, der Sachverhalt derselbe. Nur wenn wir mit 
der Agglutininmenge immer weiter heruntergehen, nahe an die- 
jenigen Mengen, bei denen eine sichtbare agglutinierende Wir- 
kung gerade iiberhaupt noch erkennbar ist, erkennen wir eine 
deutliche Abhangigkeit der Agglutination von der H’-Konzen- 
tration der Lésung, und zwar ist das Optimum der Wirkung 
bei annaihernd neutraler Reaktion. Sehr scharf bestimmbar ist 
es auch dann nicht; immer aber ist das Optimum der Aggluti- 
nation von dem Optimum der unspezifischen Séureagglutination 
der Bakterien deutlich verschieden. Sehen wir aber von diesen 
quantitativ besonders ausprobierten Mengenverhialtnissen ab, so 
kénnen wir sagen, daB die spezifische Agglutination in recht weitem 
MaBe unabhangig von der Aciditat der Lésung ist. Das ist auch der 
Grund dafiir, daB man die spezifischen Fallungen friiher kennen 
lernte als die unspezifischen; wahrend es zur Erzeugung der un- 
spezifischen Fallungen sehr genau definierter H-lonenkonzen- 
trationen bedarf, wie sie mit der alteren Methodik kaum zu 


erhalten waren, war man bei den spezifischen Fallungen von 
diesem Faktor unabhingig. Das heiBt aber: die spezifische 
Fillung ist von der elektrischen Ladung der beiden Kompo- 
nenten in weitem MaBe unabhingig. Wiahrend fiir die un- 
spezifische Fiallung die gegensitzliche Ladung zweier Kolloide 
geradezu als Ursache fiir ihre gegenseitige Fallung angesehen 
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werden kann, beruht die spezifische Fallung auf einer anderen 
Art der Affinitaét, die wir eben nicht anders als eine spezifisch- 
chemische bezeichnen kénnen. Das Ritselhafte der spezitischen 
Reaktionen bleibt also durchaus bestehen, und wir kénnen zu 
ihrer Erklarung noch nichts beitragen. Aber doch ist dieser 
sozusagen negative Befund sehr bedeutsam. 

Er zeigt uns wiederum, daB die spezifische Affinitat eine ganz be- 
sondere, rein chemische Ursache hat und da8 die allgemeine Kolloid 
chemie zur Aufklarung der Spezifitat nichts beitragen kann. Dies fest 
zustellen, scheint uns bei der heutigen Zeitstrémung von Bedeutung zu 
sein. Man hért heute oft: Die spezifischen Reaktionen sind Kolloid- 
reaktionen; die Wassermannsche Reaktion ist eine Kolloiderscheinung 
u. dgl. Solche Behauptungen sind eigentlich recht banal. Denn da die 
miteinander reagierenden Stoffe Kolloide sind, so miissen ihre Reaktionen 
,Kolloidreaktionen* sein, ebenso wie, wenn zwei Gase miteinander unter 
Bildung eines neuen Gases reagieren, ihre Reaktion eine ,Gasreaktion“ 
sein muB8. Alle Zustandsfnderungen, die an einem Gase vor sich gehen 
kénnen, beschrinken sich auf Dilatation, Kompression, Kondensation, 
welche Ursache die Anderungen auch immer haben mégen. Und alle 
Zustandsainderungen, die in einer kolloidalen Lésung vor sich gehen 
kénnen, bestehen in einer Vergréberung oder Verfeinerung der Dis- 
persitit, Lésung oder Fillung. Wenn man glaubt, das jWesen der 
spezifischen chemischen Affinitaét auf Kolloidreaktionen zuriickfiihren 
zu kénnen, so diirfte man sich auf falschem Wege befinden. Die Ur- 
sache, warum eine solche Auffassung zu dem heutigen Umfang an- 
schwellen konnte, beruht auf der historischen Entwicklung der Dinge: 
viele allgemeine Kolloidreaktionen, und zwar besonders die Agglutination, 
lernte man zunachst in Form der biologisch s pezifischen Agglutination 
durch Immunsera kennen, und erst viel spiter wurde es bekannt, dab 
die Agglutination an sich mit einem spezifischen Prozesse gar nichts 
zu tun hat, sondern daB es ebenso unspezifische wie spezifische Aggluti- 
nationen gibt, so wie es z. B. auch eine unspezifische wie eine ferment- 
spezifische Hydrolyse des Rohrzuckers gibt. Wir benutzen deshalb die 
Gelegenheit, nochmals!) darauf hinzuweisen, daB zu solchen Versuchen 
der Erklairung der Spezifizitét, wie sie etwa in der Seitenkettentheorie 
von P. Ehrlich vorliegen, die ,kolloidchemische Theorie“ in einen 
Gegensatz gar nicht treten kann, weil die letztere Theorie gar keinen 
Versuch zur Erklarung der Spezifizitit darstellt, sondern nur die 
auBeren Phanomene der spezifischen Fallungen dem Verstindnis 
nihergebracht hat, iiber die Ursachen der spezifischen Zustands- 
anderungen aber keinen AufschluB gibt. 





1) Vgl. L. Michaelis, Physik. Chemie der Kolloide, in Koranyi- 
Richters Handbuch: Physikal. Chemie und Medizin; daselbst S. 452 
»Das Wesen der spezifischen Affinitat“. 
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Zusammenfassung. 

Die Entstehung ,,spezifischer“ Fallungen und Agglutina- 
tionen ist von der [H’] der Lésung recht weitgehend unabhangig. 
Nur wenn die eine Komponente der reagierenden Stoffe in 
extremer Verdiinnung im Vergleich zur anderen vorhanden ist, 
tritt der Einflu8 der [H)] deutlich hervor, aber bei weitem 
nicht so hervorragend wie bei den einfachen, unspezifischen 
Fallungen der einzelnen Kolloide. Eine Beziehung dieses 
Faillungsoptimums zu dem Fallungsoptimum bzw. isoelektrischen 
Punkte der Komponenten der spezifischen Verbindung lieB sich 
nicht erkennen. Fiir das Zustandekommen spezifischer Fallungen 
kann daher die elektrische Ladung der Komponenten nur eine 
untergeordnete Rolle spielen, vielmehr handelt es sich um 
spezifische chemische Affinitaten. 
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Die physikalische Natur bioelektrischer Potential- 
differenzen. 
Von 
Reinhard Beutner’). 
(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research, New York.) 


(Eingegangen am 26. August 1912.) 


J. Loeb und der Verfasser haben vor kurzem in dieser 
Zeitschrift eine Abhandlung, betitelt: Uber die Potentialdiffe- 
renzen an der unversehrten und verletzten Oberfliche tieri- 
scher und pflanzlicher Organe*), veréffentlicht. In den nach- 
stehenden Zeilen méchte ich eine physikalische Erklarung der 
in der genannten Arbeit gewonnenen experimentellen Ergeb- 
nisse zu geben versuchen. Meine Theorie muB sich dabei, so- 
weit sie quantitativ ist, auf die Potentialdifferenzen an der 
Grenzflache unversehrter pflanzlicher Organe und wisseriger 
Lésungen beschrinken; verletzte Flichen bieten deshalb kom- 
plizierte Verhialtnisse, weil sie nicht homogen sind. 

Der Sitz der bioelektrischen Potentialdifferenzen 
ist zweifellos an oder in den Membranen zu suchen, 
d. h. den nichtwiasserigen Phasen des Gewebes, die 
die Zellen von angrenzenden wisserigen Fliissigkeiten 
trennen. Dies ist einerseits aus physikalischen Griinden 
von vornherein sehr wahrscheinlich und ergibt sich anderer- 
seits aus zahlreichen friiheren Untersuchungen*). Jede Schnitt- 
flache durch lebendes Gewebe stellt gewissermaBen ein Mosaik 


1) Diese Abhandlung wurde dem 8. internationalen KongreB fiir 
angewandte Chemie (Washington und New York, September 1912) vor- 
gelegt. Der Verfasser. 

2) Diese Zeitschr. 41, 1, 1912. 

%) Eine Literaturzusammenstellung gibt Cremer in Nagels Hand- 
buch der Physiologie. 
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dar, indem teilweise die Membranen, teilweise die wisserigen 
Fliissigkeiten, die innerhalb und auBerhalb der Zellen sich be- 
finden, zutage treten. Eine solche Schnittflaiche bietet daher 
in Beriihrung mit wasserigen Lésungen komplizierte Phanomene; 
ebenfalls komplizierte Verhiltnisse bietet die unverletzte tieri- 
sche Haut, vielleicht auch zum Teil aus anderen Griinden. Die 
unverletzte Hiille pflanzlicher Organe dagegen kann als aus 
einer homogenen wasserunléslichen Phase bestehend angesehen 
werden, die Potentialdifferenzen, die sich an derselben bei Be- 
rihrung mit wisserigen Lésungen bilden, sind scharf defi- 
niert und momentan reversibel. 


Experimentelle Tatsachen nach der friiheren Arbeit. 

Die experimentelle Untersuchung dieser Potentialdifferenzen, 
insbesondere ihre Abhingigkeit von der Zusammensetzung der 
wasserigen Lésung ist in der genannten Arbeit ausfiihrlich be- 
schrieben; sie verdient auch ein gewisses Interesse, denn diese 
Potentialdifferenzen sind wahrscheinlich gleicher oder ahnlicher 
Natur wie diejenigen an Membranen innerhalb des Gewebes 
iiberhaupt, die fiir elektrophysiologische Phinomene der ver- 
schiedensten Art verantwortlich, einer direkten physikalischen 
Untersuchung jedoch nicht zuginglich sind. 

Ich méchte daher die untersuchten Potentialdifferenzen 
der Kiirze halber als bioelektrische (abgekiirzt b. P. D.) be- 
zeichnen. Das fiir die folgende Untersuchung wichtigste Re- 
sultat der friiheren Arbeit beziiglich derselben kann folgender- 
maBen zusammengefaBt werden: 

Die b. P. D. (an der Grenze eines unverletzten Pflanzenteiles 
gegen die wiisserige Lésung eines Alkali- oder Erdalkalisalzes) 
ist von der Konzentration der Lésung in der Weise 
abhingig, daB Verdiinnung der Lésung dieselbe posi- 
sitiver macht. Alle Alkali- und Erdalkalisalze und auch alle 
anderen Elektrolyte zeigen ein solches Verhalten, soweit sie 
nicht stark giftig, d. h. chemisch veriindernd auf die Oberflache 
der Pflanze einwirken. Die Anderung der Potentialdifferenz 
ist in dem gleichen Sinne, diejenige an der Phasengrenze 
Beliebiges Metall | Metallsalzlésung von wechselnder Konzentration. 

Man kann also sagen, daB die b. P. D. fiir Kationen 
reversibel sind, und zwar in merkwiirdigem Gegensatz 











Lemmener, 


» REIS 























Physikalische Natur bioelektrischer Potentialdifferenzen 75 


zu den bisher bekannten Potentialen fiir Kationen 
jeder Art. Die GréBe der Anderung ist in einem gewissen 
Konzentrationsbereich beinahe so groB wie nach der Nernstschen 
. . ane RT 
Formel fiir Potentialdifferenzen (x -——- 
warten ist. Geht man von kleinen Konzentrationen der Salz- 
lésung, etwa */,,,, mol, aus und erhéht die Konzentration 
stufenweise in geometrischer Reihe, z. B. durch Verdoppelung, 
so findet man, da®B die Verainderung der b. P. D. etwa 
0,058 log 2 ist, bis die Konzentration auf etwa */,, mol. gestiegen 
ist; iiber 4/;, mol. wird die Anderung erheblich kleiner, ist die 
Konzentration auf 4/, bis */, mol. gestiegen, so hat weitere Er- 
hodhung keinen EinfluB. Mit steigender Konzentration 
strebt also die b. P. D. einem Grenzwert zu. 


In C +- konst.) zu er- 


Scheinbare Abweichung vom Nernstschen Gesetz bei kleinen 
Konzentrationen. 


Erniedrigt man die Konzentration unter */,,,, mol., so 
findet man ebenfalls Abweichungen von der Nernstschen Formel. 
Diese Abweichungen sind indes nur scheinbar und dem Um- 
stande zuzuschreiben, daB bei Konzentration von 1/,999 bis 
*/ 100 000 Mol. die elektrolytischen Verunreinigungen des destillierten 
Wassers mit ins Spiel kommen. Das zu diesen Versuchen be- 
nutzte destillierte Wasser hatte schaitzungsweise nach seiner 
Leitfahigkeit einen Ionen-Gehalt von "/15 999 DIS */,o9999 mol. 
wechselnd. (Eine weitere sorgfaltige Reinigung hatte keinen 
Zweck, da in Beriihrung mit der Blatt- oder Frucht-Oberflaiche 
stets eine Erhéhung der Leitfahigkeit erfolgte.) Da bei den 
b. P. D. alle Elektrolyte in gleichem Sinne bei Konzentrations- 
anderung wirken, kann auch die Wirkung der verunreinigenden 
Ionen nicht vernichlissigt werden. Kontrolliert man durch 
Leitfahigkeitsbestimmungen die wahren Ionen-Konzentrationen, 
so findet man die Nernstsche Formel bis zu den héchsten Ver- 
diinnungen bestatigt, wie folgendes Beispiel zeigt. 

Die Kette 
Kalomel-Elektrode |*/,, n-KCl | Apfel |/,,.-KCl Kalomel-Elektrode 

a 


zeigte die EMK 0,064 Volt (2’ konstant). Wurde die */,,,-KCl- 
Lésung durch eine #/,,,, n-KCl-Lésung ersetzt, so war die EMK, 
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entsprechend der Anderung der b. P. D. bei a 0,082 Volt, Dif- 
ferenz: 0,018 Volt, nach Nernstscher Formel berechnet: 
0,058 log 2 = 0,0175 Volt, also in vorziiglicher Ubereinstimmung. 
Leitfahigkeitsbestimmungen ergaben, daB die Konzentration der 
Lésung durch Verunreinigungen nicht beeinfluBt war. Wurde 
darauf die Konzentration der KCl-Lésung bei a durch 5fache 
Verdiinnung auf */,,,.. erniedrigt, so war die EMK: 0,110 Volt, 
Differenz gegen */,59 n-KCI, 0,028 Volt, Nernsts Formel gibt 
0,058 log 5 == 0,040 Volt. Diese Abweichung wird verstindlich 
durch Messung der Leitfaihigkeit der (scheinbar) ?*/,,,, n-KCl- 
Lésung. Ko, gemessen 0,0000378, berechnet nach Kohl- 
rausch 0,0000258. Nimmt man an, daB die verunreinigenden 
Ionen beziiglich Wanderungsgeschwindigkeit sich wie das KCl 
verhalten, so wire die wahre Konzentration der 4/,,,. n-KCI- 


378 1 1 : , ‘ 

—— 2 =. , Differenzen der EMKe bei 1/,50, 
258 5000 2940 
ona *f...: 

0,058 log 2,94 = 0,0272 Volt. Gefunden: 0,028 Volt. 


Loésu ng 


Diese scheinbare Abweichung hat hiernach mit besonderen 
Eigentiimlichkeiten der b. P. D. nichts zu tun, ist vielmehr nur 
ein anderer Ausdruck der Tatsache, dab alle Kationen die 
b. P. D. im gleichen Sinne beeinflussen. Anders liegt es bei 
den Abweichungen von der Nernstschen Formel bei hohen 
Konzentrationen. Diese kénnen nicht etwa durch Zuriickgehen 
der elektrolytischen Dissoziation bei hohen Konzentrationen 
erklart werden. Der Grenzwert der b. P. D. wird bei einer 
Konzentration von */, mol. bis */, mol. erreicht, auch bei wei- 
terer Konzentrationssteigerung muB aber die absolute Ionen- 
Konzentration offenbar trotz des Zuriickgehens des Dissoziations- 
grades steigen. Die Unverinderlichkeit der b. P. D. in diesem 
Gebiete zeigt, daB besondere Eigentiimlichkeiten der Membran 


im Spiele sind. 


Elektromotorisches Verhalten von Systemen mit zwei un- 
mischbaren elektrolytischen Phasen. 

Das Zustandekommen von Potentialdifferenzen, wie der 

b. P. D., kann physikalisch auf zwei verschiedenen Wegen er- 

klart werden. Auf jeden Fall ist es Voraussetzung, daB eine 

wasserunlésliche Phase (in diesem Falle die Schale oder Mem- 
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bran des Pflanzenteiles) neben wasseriger Lésung von Bedeutung 
ist. Es seien zuniachst die allgemeinen physikalischen Tat- 
sachen iiber das Zustandekommen von Potentialdifferenzen in 
Systemen mit zwei elektrolytischen Phasen besprochen. 
Nernst hat zuerst das elektromotorische Verhalten von 
Systemen mit zwei unmischbaren Phasen experimentell und 
theoretisch untersucht. Gemeinsam mit Riesenfeld*) unter- 


suchte er Anordnungen wie 


Verdiinnte wisserige Lésung Konzentrierte wasserige 
eines beliebigen Salzes, z. B. | Phenol | Lésung desselben Salzes 
AgNO, | (AgNO,) 
1 2 


Zwei Arten von Potentialdifferenzen sind in diesen Ketten zu 
unterscheiden. 

1. ,Diffusionspotentiale* in Phenol. Diese kommen 
zustande, wenn die betreffenden Salze eine erhebliche Léslich- 
keit in Phenol besitzen, so daB die Stromleitung durch 
die Phenolschicht vermittels der gelésten Salze, resp. 
deren Ionen, vor sich geht. Unmittelbar an den Phasen- 
grenzen 1 und 2 besteht nun Verteilungsgleichgewicht, das 
Phenol enthalt bei 1 eine kleine, bei 2 eine groBe Konzen- 
tration an AgNO,. In der Phenolschicht besteht also ein Kon- 
zentrationsabfall, die Anderung des Potentials lings desselben 
ist bekanntlich gegeben durch die Funktion: 

u—vRT ¢, 
u+vnF 
In wasserigen Losungen sind u und v meist ungefahr gleich 
groB und deshalb die Diffusionspotentiale stets klein, in dem 
Phenol liegen ahnliche Verhialtnisse vor. Nimmt man jedoch 
an, daB in manchen nicht wiasserigen Phasen, wie z. B. den 
Membranen, erhebliche Unterschiede in der Wanderungs- 
geschwindigkeit der positiven und negativen Ionen bestehen, 
so kénnte diejenige Art von Abhangigkeit der b. P. D. von Kon- 
zentrationen, wie sie hier beschrieben ist, auftreten. Ist z. B. v 
in der Membran gleich Null, so wire das Diffusionspotential 

= = In“. 

nF c¢, 


n—. 
c 


1) Nernst und Riesenfeld, Annal. d. Physik 8, 600 und 609. 
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Ich méchte jedoch diese Deutung aus folgenden Griinden fiir 
nicht sehr wahrscheinlich halten. 

Die Erklarung setzt voraus, dab die Stromleitung durch 
die zweite Phase (Membran) ausschlieBlich durch die Salze, 
die aus der wiisserigen Lésung in die Membran eintreten, vor 
sich geht. Nun sind, wie sich aus osmotischen Versuchen er- 
gibt, die Membranen sehr schwer durchgingig fiir Salze. Nur 
aiuBerst geringe Salzspuren dringen also in die Membranen 
selbst unter den giinstigsten Bedingungen, d.h. wenn die Salzlésung 
am konzentriertesten ist, ein. Die geringe Leitfahigkeit miBte 
durch diese Salzspuren bedingt sein und wiirde auf Null zu- 
riickgehen, wenn die Membran nur mit Wasser umspiilt ist. 
Dies ist im hohen Grade unwahrscheinlich, denn die Membran 
besitzt wahrscheinlich einen sehr geringen Gehalt an elektro- 
lytischen Ionen, die unabhangig von den eingedrungenen 
ist, und da die Konzentration der letzteren sehr ge- 
ring ist, nicht neben ihnen vernachliassigt werden kann. 

Mit dieser Annahme ist es ferner kaum_ verstandlich, 
weshalb die b. P. D. bei hoher Konzentration einem Maximum 
zustreben. Man sollte vielmehr das Umgekehrte erwarten, 
naimlich daB bei niedriger Konzentration ein Minimum besteht; 
die folgenden Uberlegungen mégen dies naher erlautern. 

Enthalt die Membran keine anderen Elektrolyten als nur 
diejenigen, die durch Verteilungsgleichgewicht aus der wisserigen 
Lésung eingedrungen sind, so hatte die Kette 


Konzentrierte wisserige | Verdiinnte wasserige 
Lésung Membran | Lésung 
Konz. ¢, Konz. c, 
_u—vRT, ¢ : 
stets die EMK - In-*, welchen Wert c, oder c, auch 
u+vnF o«, 


annehmen; dies entspricht jedoch nicht den Tatsachen, da, wie 
gesagt, die EMK einem Maximum zustrebt. 

Nimmt man nun an, daf die Membran eine geringe Menge 
eines in Wasser unléslichen Elektrolyten enthalt, so ist es 
offenbar von Bedeutung, ob dessen Konzentration neben der 
Konzentration der Elektrolyte, die auf beiden Seiten aus der 
wasserigen Lésung eindringen, vernachlassigt werden kann oder 
ob umgekehrt diese letztere Konzentration zu vernachliassigen 
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ist. Bei einem bestimmt definierten Elektrolyt-Eigengehalt der 
Membran sei c, und c, relativ hoch; dann dringt auch aus den 
wasserigen Lésungen viel Elektrolyt in die Membran, und zwar 
so viel, nehmen wir an, daB der Elektrolyt-Eigengehalt daneben 
vernachlassigt werden kann; das Verhiltnis der Elektrolyt- 
Konzentrationen in der linken und der rechten Grenzflache der 
Membran (obige Kette) ist dann gleich c,:c, (nach dem Ver- 
teilungssatz, da in den Grenzflichen Gleichgewicht herrscht); 
die EMK obiger Kette also te “1 Sind dagegen c 

u-+vnF «cg, . 
und c, sehr klein gewahlt, dringt also sehr wenig Elektrolyt 
aus der wasserigen Lésung in die Membran, so kann umgekehrt 
die eingedrungene Elektrolytmenge vernachlissigt werden, es 
befindet sich dann iiberhaupt kein elektromotorisch wirksames 
Konzentrationsgefille in der Membran; die EMK der obigen 
Kette ist also Null. In einem Gebiete mittlerer Konzentration 
mu die EMK offenbar allmahlich absinken; die Gesetzmabig- 
keiten, nach denen das geschieht, waren auBerst schwierig zu 
erforschen; diese Untersuchung ist aber auch unndétig, da, wie 
gesagt, die Tatsachen alle eben gemachten Folgerungen wider- 
legen: nicht bei groBen, sondern bei kleinen Werten von c, 
resp. c, ist die Anderung der EMK am groBten. 

Diffusionspotentiale kénnen die b. P. D. also wohl nur in 
zweiter Linie beeinflussen; eine ausschlieBliche Erklarung er- 
scheint auf dieser Basis unmdéglich; es miiBten weitere kompli- 
zierte Hilfsannahmen zu diesem Zweck gemacht werden, dabei 
hat die Annahme extrem differenzierter Ionen-Wanderungs- 
geschwindigkeiten schon an und fiir sich einen stark hypothe- 
tischen Charakter. Ich glaubte diese Erklarungsméglichkeit hier 
nur deshalb diskutieren zu miissen, da physiologische Forscher 
den Verletzungsstrom auf diese Art zu erklairen versucht haben. 
Auch diesen Theorien ist eine gewisse Unsicherheit kaum ab- 
zusprechen. 

Die andere Art von Potentialdifferenzen, die in der Nernst- 
Riesenfeldschen Kette méglich ist, hat ihren Sitz an der Phasen- 
grenze selbst. 

Nernst?) selbst hat vor lingerer Zeit gezeigt, das Phasen- 
grenzpotentiale zwischen elektrolytischen Leitern in derselben 


1) Nernst, Zeitschr. f. physikal. Chem. 9, 137, 1892. 
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Weise wie Potentiale an Metall-Elektrolytgrenzen von der Ionen- 
. ce RT. c, , 
Konzentration abhiangig sind, = nF In + ++ konst., wo c, undc, 
c 
2 
Konzentrationen eines beliebigen beiden Phasen gemein- 
samen Ion sind. Diese fiir die Elektrochemie fundamentale 


Tatsache beweist man am besten mit Hilfe einer fiktiven 


Kette wie 


Phase I Phase II 
Metall | Salz des Metalles Salz des Metalles Metall 
enthaltend enthaltend 
1 2 8 


Die Phase I und II sowie das Metall befinden sich im 
Gleichgewicht, und somit ist irgendeine chemische (oder phy- 
sikalische) Reaktion in einer solchen Anordnung nicht médglich, 
auch nicht beim StromfluB durch das System. Die Summe 
der 3 Potentialdifferenzen bei 1, 2 und 3 muB8 somit 
gleich Null sein. 


T 
Da P. D. bei 1 = oo In c, + konst, 


RT 
und P.D bei 3 = nF Inc, -+ konst, in entgegengesetzter 


Richtung, so ergibt sich 


. . RT, ec 
fiir P. D. bei 2 = nF In . -++ konst, — konst,. 


In einer Kette wie der Nernst-Riesenfeldschen kommt diese 
Abhangigkeit des Phasengrenzpotentiales von der Konzentration 
nicht zum Vorschein, weil AgNO, in Wasser und Phenol léslich 
ist und das Phenol keinen weiteren Elektrolyten enthilt. 

Fiir das Dissoziationsgleichgewicht im Wasser gilt: 


Cag* CxO, >= K, CAgNO,: 
Fiir das Dissoziationsgleichgewicht im Phenol gilt: 
Cag . Cyo, = K, Cigno, e 


Nach dem Verteilungssatz gilt, da an der Phasengrenze 
selbst stets Gleichgewicht herrschen muB, 


CAgNO, __ K 
Cagno, 
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Division der beiden ersten Gleichungen gibt: 


a 
Cag’ Cyo, _K 


=— 1 ° K == K. 
Cag Cno,’ K, . 
Da Cag’ = CNO,’ und ( Ag’ = Cyo,’: 
oe 5 —_ 
As’ — K, a6 — VK. 
Cag: Cag 


T . 

-In VK + konst., d. h. 
nk 
von der Ag-Konzentration unabhangig. Eine Konzentrations- 
erhéhung im Wasser bringt eben eine solche im Phenol mit 


Das Phasengrenzpotential ist also 


‘ 


differenzen ankommt, bleibt unveriandert. Dies ist auch der 
Fall, wenn der Elektolyt in der einen Phase weitgehender als 
in der anderen dissoziiert ist, vorausgesetzt, daB das Verteilungs- 
gesetz in der hier angewandten einfachen Form gilt. Anders 
verhalt es sich, wenn die Ionenkonzentrationen der beiden an- 
einandergrenzenden Phasen sich nicht gegenseitig beeinflussen. 
Dies ist z. B. der Fall in der von Haber!) zuerst untersuchten 


P > al . c a A 3 
sich, und das Verhialtnis rae auf das es fiir die Potential- 


Potentialdifferenz: 
AgCl ¥ 
fest AgNO,-Losung 


oder allgemein 


Unlésliches Salz | Lésung eines Salzes mit einem gleichen Ion. 


Die Ag-Konzentration in der Schicht des festen AgCl ist 
natiirlich véllig unabhaingig von der Ag~-Konzentration der 
wisserigen Lésung. Nach der Nernstschen Formel ist die 
Potentialdifferenz gleich zu setzen: 


RT Cag im festen Ag” 
a i Bae name eneen — _ + konst. 
F Cag in der wasserigen Losung 
Da cag im AgCl konstant bleibt, folgt somit, daB diese 
Potentialdifferenz sich wie eine solche von einer metallischen 
(Ag) Elektrode andert, was sich experimentell bestitigen lieB. 


Die Phasengrenzformel ist so einer direkten Priifung zuganglich. 
1) Haber, Annal. d. Physik [4] 26, 947, 1908. An dieser Arbeit 
ist der Verf. dieser Arbeit ebenfalls beteiligt. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 6 
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Anwendung der physikalischen Ergebnisse auf die b. P. D. 
Die b. P. D. verhalten sich nun im Gebiete der kleinsten 
Konzentrationen ®/,,, und weniger wie die Phasengrenzpotentiale 
vom Typus Ag(l | Ag-haltige wiasserige Lésung, im héchsten 
Konzentrationsgebiet (ca. "/, oder mehr) wie die Phasengrenz- 
potentiale der Nernst-Riesenfeldschen Kette. Das dazwischen 
liegende mittlere Konzentrationsgebiet verhalt sich wie eine 
Ubergangszone zwischen diesen beiden Extremen. 

Eine befriedigende Erklirung dieses Verhaltens gelingt mit 
Hilfe der Annahme, daB die Membran einen Eigengehalt an 
Elektrolyten besitzt, d. h. wasserunldésliches Salz in homo- 
gener Mischung enthilt. Ferner nehmen wir an, daB die Alkali- 
salze in der Membran eine kleine, aber endliche Léslichkeit 
besitzen. 

Es sei das wasserunlésliche Salz in der Membran_ mit YX 
bezeichnet (Y' Anion, X’ Kation), die wisserige Lésung enthalte 
KCl als Elektrolyt. Ferner miissen wir annehmen, daB YX 
mit dem in die Membran eingedrungenen KCl] nach 
einer vollstandig verlaufenen Gleichung reagiert, 
etwa so, daB elektrolytisch dissoziiertes KX und un- 
dissoziiertes YC] entsteht: 

YX + KCI— KX + YC] 


weitgehend wenig oder im Wasser leicht léslich, so da8 
dissoziert dissoziiert es aus der Membran ausgelaugt wird. 


Oder es kénnte folgender Umsatz stattfinden: 
YX + KCl — YXCIK. 

Diese Additionsverbindung sei in die elektrolytischen Ionen 
Y X Cl’ einerseits, K’ andererseits dissoziiert (also in derselben 
Weise wie Platinchloriddoppelsalze). Beide Annahmen sind fiir 
unseren Zweck gleichwertig; sie sind geboten angesichts der 
Tatsache, daB die Reversibilitat der b. P. D. gegeniiber allen 
Kationen besteht. 

Diese Annahme vom Umsatz gewisser Bestandteile des 
Gewebes mit Salzen in wisseriger Lésung ist iibrigens durch- 
aus nicht vdllig neu, vielmehr in dhnlicher Weise auf Grund 
ganz anderer Beobachtungen vor langer Zeit schon von J. Loeb 
ausgesprochen worden. Loeb beobachtete, daB die Reizbarkeit 
sowie die rhythmische Bewegung von Muskeln in gemischten Salz- 








f 
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lésungen eine reversible, von der Natur des Kations abhangige 
Anderung erfuhr; z. B. hebt Zusatz von sehr geringen Mengen 
von Ca zu Na-Lésungen die rhythmischen Bewegungen auf, 
ahnliche reversible Wirkungen lassen sich mit Anionen nicht 
beobachten. Loeb*) ,stellte sich deshalb vor, daB die Metalle 
oder Metallverbindungen in den Geweben mit bestimmten or- 
ganischen Stoffen, wie festen Saiuren oder EiweiBkérpern, ver- 
bunden sind, und daB die Substitution eines Metalles fiir ein 
anderes die physikalischen Eigenschaften dieser Verbindungen 
andert, z. B. die Oberflichenspannung, die Viscositiat, das Wasser- 
absorptionsvermégen und den Aggregatzustand. Die Lebens- 
erscheinungen und die Erscheinungen der Reizbarkeit hangen 
davon ab, dab gewisse EiweiBverbindungen oder Metallseifen 
in bestimmten Verhiltnissen in den Geweben vorhanden sein 
miissen“. Diese Annahme wird durch die Resultate der vor- 
liegenden Arbeit vollauf bestatigt, obgleich dieselben auf einem 
wesentlich anderen Gebiete liegen. 

Ferner ist folgende fiir die Theorie vereinfachende Schlub- 
folgerung geboten. Bei geniigend verdiinnter Lésung ist, wie 
wir gesehen haben, die Nernstsche Formel fiir b. P. D. inner- 
halb eines weiten Konzentrationsgebietes in der gleichen Weise 
wie fiir Elektrodenpotentialdifferenzen giiltig, namlich 


RT ’ 
b. P. D. = nF In Cwassr. Losung + konst. 


Dies ist mit der gemachten Annahme nur dann zu ver- 
einigen, wenn der Umsatz nach irgendeinem der genannten 
Schema vollstandig vor sich geht, das heiBt von der Kon- 
zentration des Salzes in der wisserigen Lésung im wesentlichen 
unabhangig ist. 

Nach dem Verteilungssatz ist andererseits die Konzentra- 
tion des KCl in der Membran von der wisserigen KCl-Kon- 
zentration abhaingig, und wir nehmen an, daf das Verteilungs- 
gesetz in der einfachsten Form gilt, da also Proportionalitat 
der wisserigen und der Membrankonzentration besteht. Bei 
kleinen wisserigen Konzentrationen ist die KCl-Konzentration 
in der Membran so klein, daB sie neben der K’- Konzentration, 
die durch den Elektrolyteigengehalt der Membran bedingt ist, 


1) Loeb, Dynamik der Lebenserscheinungen. S. 120. 
6* 
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vernachlassigt werden kann. Offenbar ist hiermit die Bedingung 
einer Veranderlichkeit der b. P. D. nach der Art der Potential- 
differenz AgCl | Ag-Lésung gegeben. Bei den héchsten wiisse- 
rigen Konzentrationen dagegen steigt die KCl-Konzentration der 
Membran so weit, daB nunmehr umgekehrt der K’- Eigengehalt 
der Membran vernachlassigt werden kann; das wiirde offenbar 
also eine Verinderlichkeit der b. P. D. nach Art der Potential- 
differenz AgNO, in Phenol | AgNO, in Wasser zur Folge haben, 
wie es auch tatsichlich beobachtet wird. 


Analytische Formulierung der beschriebenen Hypothese. 


Zur Darstellung der gegenseitigen Abhangigkeit der Ionenkonzen- 
trationen in Membran und wisseriger Lésung benutzen wir die iiblichen 
Vorstellungen der elektrolytischen Dissoziation und des beweglichen 
Gleichgewichtes. 

Membran Wasser ce bezeichne Konzentratio- 
nen in wasseriger Lésung 


C Konzentrationen in der 
Membran. 


¢€ c+ X’ ‘a 6 re ‘ 
BX=E+X  xci = K'+C¥ 
KCl = K' + CI’ 

Wir nehmen an, daB fiir die elektrolytische Dissoziation des KCl 
in Wasser und Membran das Massenwirkungsgesetz in der gleichen Weise 
angesetzt werden kann, namlich: 

n \ 
eK: cor = K, exer *) 
in der wisserigen Lésung, also entsprechend 
" — 
Cx Cov = K,Ckci 
in der Membran. 
(Die Konstanten K, und Kg sollen nicht gleich sein, wohl aber die 
Exponenten von exc) und Cxc). 
Das Verteilungsgesetz setzen wir an in der einfachen Form: 
Cxe ‘ 
ran Ke. 
CKCl 

Division der beiden ersten Gleichungen und Substitution mittels 


der dritten ergibt: 
cg K, 1 cr_ ! coy 1) 


Cx K, K,Co K Ca 


Nach der Regel der Elektroneutralitat ist 


mrasgepene. Yi os 6s ie Ge as B 
Cx’ = Cor + Cx’ 

oder 
Coy ==Ox'—Ceyr. ...... .~ 8) 





1) Form des Massenwirkungsgesetzes fiir starke Elektrolyte nach 
van’t Hoff und nach Rudolphi. 
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2 und 3, substituiert in 1, gibt: 
ce 1 Cg:—Cx: 
Cer: K c 
C8 — Cx Cx: = Ket 


Cx’ ‘ck 
CK - +Kei, 
—* V 4 


Von den beiden Lésungen der quadratischen Gleichung hat nur 
diejenige mit positivem Vorzeichen vor der Wurzel einen physikalischen 
Sinn. Da namlich K sowohl als auch c? nie einen negativen Wert an- 
nehmen kénnen, muB der Wert der Wurzel notwendigerweise gréBer als 
5 Sein; bei negativem Vorzeichen wiirde dies bedeuten, daB Cx, eine 
Konzentration, negativ ist, eine physikalische Unmdéglichkeit! 


Es ist also 
Ck ge 
. ' > ara. 
Cx’ — +2 +Ke2, . . . 4 


Nach der zitierten Nernstschen Formel ist die 
az... ¢ RT. Cx 
b. P. D. = —— In—* + konst. oder —=— In —* + konst. 
nk cK - nk e 


Substituiert man fiir Cx: den Wert aus 4, so ergibt sich: 


3 : 
RT, Cx , CX: x , » 
b. P. D. nF In yey 402 +K--konst, . — 


Halten wir an unserer Annahme fest, da8 die elektrolytische Dis- 
soziation in der Membran ahnlich der in Wasser ist, so kann Cx 
in erster Annaherung als unabhingig von c (wiass. Konz.) angesehen 
werden. KX wire dann namlich weitgehend dissoziiert und die Zuriick- 
drangung der Dissoziation durch iiberschiissiges KCl sehr gering; ob- 
gleich die KCl-Konzentration der Membran sich mit ec andert, bliebe die 
Dissoziation von KX doch unbeeinfluBt, Cx: also von c unabhangig. 

Unter Beriicksichtigung dieser Verhiltnisse gibt die Gleichung 5 
den charakteristischen Verlauf der b. P.D. gut wieder. Wir betrachten 
zunachst die Grenzbedingungen. 

1. Sehr kleine wasserige Konzentrationen. Die Giiltigkeit 


der Nernstschen Formel in der einfachsten Form kommt bei sehr kleinem 
‘ Cx\? oe 

c offenbar dadurch zustande, daB K neben (S ) vernachlassigt werden 

\ Cc 


kann. Gleichung 5 nimmt dann die Form an: 


b. P. D.= at In = +- konst. 
oder 


= > in +- konst.’, 
nk ec 


d. h. die b. P. D. andert sich mit c wie eine Elektrodenpotentialdifferenz. 
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2. Sehr groBe wasserige Konzentrationen. In diesem Falle 


2 
kann umgekehrt neben K vernachlissigt werden. Die Formel 5 


nimmt die einfache Gestalt an: 
b. P. D. ~s In ¥K + konst., 

d. h. bei héhen Konzentrationen ist die b. P. D. von c unabhangig 

Das Experimentum crucis fiir die Brauchbarkeit unserer Theorie 
bieten jedoch die mittleren Konzentrationen, denn offenbar kénnen 
die Grenzbedingungen auch durch eine einfachere empirische Gleichung 
zum Ausdruck gebracht werden. Die Art und Weise, mit der die b. P. D 
vom Grenzwert bei hohen Konzentrationen absinkt, wenn die Lésung 
stufenweise verdiinnt wird, ist experimentell mit den Forderungen der 
Theorie zu vergleichen. Zwecks empirischer Priifung der Gleichung 5 
miissen die Konstanten Cx und K zuniachst empirisch bestimmt werden 
Eine einzige Bestimmung ist, wie die folgenden Ableitungen zeigen, hier- 
fiir geniigend. Mathematisch am einfachsten ist es, als Differenz diejenige 
bei C= "/s99 und der Grenz-EMK bei sehr groBem c zu wihlen. Es gilt 


dann bei Zimmertemperatur: 


= 0,058 log (250 Cx + V2502 CR + K) + konst 


b. P.D. bei c = "/so, 
(in Volt) 


b. P. D.timit = 0,058 log yK +- konst. stale 
250Cx + V 250°CK + K 


Differenz: b. P. D.c = */,,, —b. P. D.limit =0,058 log = 
V 


Diese Differenz setzen wir gleich 0,058 log 1/m, wo m also eine 
experimentell zu bestimmende GrdéBe ist. 
Es folgt 


250 Cx + V 250°CR + K = + VK. 
Auflésung dieser Gleichung nach VK ergibt: 
fr “> ee I / 
V 250? Cg ++-K = | VK —250Cx 
quadriert : 


a500c%4+K—- k—s00/ VKCx + 2502 CX , 
m2? m 


mit YK dividiert: 


> nL = Ur 
VK = —, VK —500- Cx 
—yK+ 1 yVK—500 1 cx 

V m? ¥ m 

: 500Cx 

omg 


/ 








Fi 
. 








BI sy 
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Beriicksichtigt man, da8 log 1/m gewohnlich etwa gleich 2 ist, 


also ca. 10000, so kann statt —1 geschrieben werden * Fiir 
m2 


m2 m2 
yK ergibt sich dann naherungsweise: 


yK 500mCx, 


Dieser Wert in Gl, 5 substituiert gibt fiir 
RT, /Cx Ck 
> - - & et .s 
b. P. D= Ta in\g5 + v2 +- 500% m*C¥) + konst. 


Die Differenz zweier beliebigen EMKe, die sich nur durch die 
Konzentrationen c, resp. cg an der Grenze der Membran unterscheiden, 


a+ V3. + 500? m* OX 


ist also 


Ec, — Ee, = 0,058 log on eB oe 
(in Volt) Cx C 2 m2 
m+ VE. + 5002 m*0% 


Wie man sieht, hebt sich Cx aus dem Quotient hinter dem log 
heraus; wird der Quotient auBerdem mit 2 erweitert, so ergibt sich 


v2 + 10002m? 
C,? 


Ee, om Ec, = 0, 058 ~~ —— 
= + Vs ; + 1000? m? 


“+ 


z 
Cc 


a G+ yi Pere 
= 0,058 log Ly seneeencnananapptgatadiiniote 


— fl 412 + F0"mic,*) 


i+y1 + 106 m?¢,? 
Ec, — Eq = 0,058 log = — 0,058 log -—-— 
1+y1-+ 10mee,? 


m war oben definiert durch die Beziehung 


A __ Ec = 1/49) — Etimit 
les = 0,058 2= 


Experimentelle Priifung der Theorie. 

Diese Formel gilt, wenn KCl als Elektrolyt zugegen ist 
oder auch bei irgend einem anderen binaren einwertigen 
Elektrolyten. Fiir zweiwertige Elektrolyte wie CaCl, laBt die 
Theorie eine kompliziertere Beziehung voraussehen. Die ex- 
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perimentelle Priifung geschieht durch Messung der EMK von 
Ketten wie 
Kalomel- | Apfel Lésung variabler Kalomel- 
Elektrode | oder Blatt Zusammensetzung Elektrode 
“a b 

In dieser Kette ist auBer der b.P,D. bei a auch das 
Diffusionspotential bei 6 von der Konzentration der variablen 
Lésung abhingig. Ist KCl als Elektrolyt in der variablen 
Lésung sowie in der Kalomel-Elektrode (konstant */,, n), so kann 
das Diffusionspotential bei 6 als unverinderlich angesehen 
werden, und es sind deshalb solche Versuche zur Priifung der 
Theorie besonders geeignet. 


1. Versuchsreihe beim Apfel. (KCI als Elektrolyte.) 


; 1 ‘. —_— 
Gemessen bei c= — o n- KCI: 0,0874 Volt 
50 


0 


1 1 - ; 
c= oder " n-KCl: —0,0220 
n yA 


Dies kann als dem Grenzwert der b. P. D. entsprechend an- 
gesehen werden. 
— 1 0.1904 
Es ist somit log — = -— == 1,8862, 
m 0,058 
log m* = — 3,7724 
10° m* == 169 


1 1+ 169¢,? 
E., — E,, = 58 log “s __ 58 log + manai 
C 




















(in Millivolt) 1-+V1-+ 169¢,* 

f : Beobachtet bei ‘ 

Konzentrations-| Berechnet Mittel 
Intervall (Millivolt) |2unehmender |abnehmender| (Millivolt) 

| Konzentration 

1/, bis 1/, 1,3 — 1,0 1,0 
I/, ” 1/4 3,8 6,7 | 3,0 4,9 
Me » We 7,0 9,6 6,0 7,8 
We ny "We 11,4 &,9 11,3 10,1 
then "so 12,8 13,2 12,8 13,0 
Meo» "Veo 15,8 15,6 12,8 14,4 
, 17,0 16,0 14,7 15,3 
1/> Why 13,5 19,0 21,0 20,0 
II, 1/30 22,5 15,5 26,5 21,0 
1/, 1/40 31,2 32,0 30,0 31,0 
Iie " 1/e0 36,7 38,6 35,0 36,8 
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Wie man sieht, sind bei Anderung der Konzentration in 
entgegengesetzter Richtung die Anderungen der EMK nicht 
vollig gleich, besonders bei hohen Konzentrationen besteht diese 
Unsicherheit. Angesichts dieser mangelhaften Reversibilitat 
kann die Ubereinstimmung mit der Theorie als befriedigend 
angesehen werden, die Abweichungen der beobachteten Mittel- 
werte von den berechneten sind nur in einem Falle gréBer als 
2 Millivolt (Intervall */, bis */,,), in den tibrigen 10 Fallen 
kleiner. Eine gréBere Genauigkeit als 2 Millivolt kann bei 
solchen Messungen nicht erzielt werden. (Die Messung ge- 
schah n. b. mit einem empfindlichen Spiegelelektrometer.) 

Eine weitere Versuchsreihe wurde an einem anderen 
Apfel mit KCl ausgefiihrt, wobei die Konzentrationsintervalle 
andere waren. 


Gemessen bei c= ——KCl: 0,0750 Volt; 











500 
1 ' 
‘ @ (Game KCl: —0,0294 _,, 
, ; 1 0.1046 
Es ist somit log —— ———— = 1,8034, 
m 0,058 
10° m* — 247,28. 
Konzentrations- Berechnet Beobachtet 
Intervall in Millivolt in Millivolt 
“Moog n bis Hon | 175 £| 170 
2soD » 25m 17,0 15,2 
W/i95TD » Yes 0 38,5 36,3 
so D » Beg 2 16,0 16,0 
Ween , Ws, n 23,5 27,1 
eon, 3% n 6.5 8.0 
1), n , 24/gn 1,0 1,0 (in entgegenge- 
setzter Richtung) 








Auch bei diesen Versuchen ist die Ubereinstimmung be- 
friedigend. 

Messungen der gleichen Art wie die eben beschriebenen 
mit dem Blatt einer Gummipflanze (Ficus elastica) sind in 
der genannten friiheren Arbeit gegeben. Ich méchte auch fir 
diese Messungen die hier abgeleitete Formel priifen. 
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Konzentrations- Beobachtet Mittel a 
Intervall I Il Ir | tte" Irechnet 
=—= —————————————— = — —_——_——_——_ —t —— 
1/950 bis 1/250 31 33 35 33 40,0 
a. » “ee 30 32 31 31 36,5 
ire |e 23 24 21 23 18,5 








Zur Ausfiihrung der Berechnung war die Kenntnis des 
Grenzwertes der Kraft, welcher bei noch héherer Konzentration 
erreicht wird, erforderlich. Er wurde in besonderen Versuchen 


gefunden: 
Konzentrations-Intervall: Die Berechnung ergab: 
1/,9n bis lan 5 Millivolt 4.5 Millivolt 
“im » “He ® *¢ 1 » 


Was die Berechnung fiir diese Beispiele betrifft, so wurde 
hier so verfahren, daB die GréBe m definiert wurde durch die 
Beziehung 
Ee = "yun — Enimit 


1 
oO = — — 
e m 0,058 


Entsprechend lautet die Hauptformel: 
} vi-+ - 500* m?c *C, 2 


1 
E,., — E,, = 58 log -* —* — 58 log —— 
(in Millivolt) Cy 1 +> y © ok ne - 500?m*e, 2 





In derselben Weise sind auch Versuche mit NaCl-Lésungen 
verschiedener Konzentration aus der friiheren Arbeit durch- 
gerechnet worden; hierbei ist jedoch zu beachten, daB in der 
entsprechenden Kette 
Kalomel- | Blatt des Gummi- | NaCl-Lésung welchseln- | Kalomel- 
Elektrode | baumes | der Konzentration | Elektrode 

a fo+ 
auch das Diffusionspotential bei 6 sich mit der Konzentration 
der variablen Lésung andert. (Die Kalomel-Elektroden waren 
bei diesen Versuchen mit */,, n-NaCl-Lésung gefiillt.) Nach 
einer bekannten Formel kann fiir Verfiinffachung der Kon- 
zentration die Anderung des Diffusionspotentiales gleich 


“—*.0,058 log 5 gesetzt werden, diese GréBe kann fiir NaCl- 
v 


u+ 
Lésungen nicht so wie bei KCl vernachlissigt werden, da u 
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und v nicht vollig gleich sind; es ergibt sich vielmehr hierfiir 
der Wert 0,008 Volt; die Anderung ist in dem Sinne, daB die 
variable Loésung mit steigender Verdiinnung negativer gegen 
die Kalomel-Elektrode wird (da das negative Ion Cl eine gréBere 
Wanderungsgeschwindigkeit als das positive Na hat). Somit 
ist die Anderung in dem gleichen Sinne wie die Gesamtwirkung 
der Konzentrationsinderung: bei Verdiinnung wird die rechte 
Seite der obigen Kette positiver, und es ist von der gemessenen 
Gesamtdifferenz bei Verfiinffachung der Konzentration 0,008 Volt 
abzuziehen, um die Differenz der b. P. D. zu erhalten. 

Zur Berechnung mochte ich die zweite NaCl-Versuchsreihe, 
die in der genannten Arbeit mitgeteilt ist, wahlen, es war 





gefunden: 
Konzentrations- Differenz Nach Abzug des | — 
interval] gefunden | Differenzpotentials 
1/1250 bis */a50 Dad | 30 37,0 
250 ” 50 36 28 ' 37 0 
so on “Vio 24 18 14,5 


In einer anderen (nicht mitgeteilten) Versuchsreihe, fiir 
die das Konzentrationsintervall '/,, bis */,, dieselbe Differenz 
der Kraft gab wie oben, ergab sich fiir 





Konzentrations- Differenz | Nach Abzug des | 





interval] gefunden Differenzpotentials | Berechnet 
1/40 bis If, 13 5 35 
 « Te il 3 1.0 


Fiir die Berechnung wurde in diesem Falle gesetzt 


1 0,052 


log- = —_— = 0,8966, also 500*m* == 4025 
m 0,058 
; c 1+-V1+ 4025 c,? 
E., —E,, = 58 log -* — 58 log —--_—_— 2. 
Cy 1+ V1-+ 4025 c,? 


Die Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten ist 
bei diesen letzten Versuchen weniger gut als bei den ersten. Ich 
glaube das dadurch erklaren zu kénnen, daB diese letzten Ver- 
suchsreihen nicht an ein und demselben Objekt hintereinander 
durchgefiihrt wurden, somit von Unsicherheiten durch Ver- 
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schiedenheit des biologischen Materiales weniger frei sind. Die 
NaCl-Versuche sind auBerdem mit den Unsicherheiten behaftet, 
die die Berechnung von Diffusionspotentialen mit sich bringt. 

Zur richtigen Wiirdigung der vorliegenden Ergebnisse sei 
nochmals auf die Einzelannahmen hingewiesen, die zur Ab- 
leitung der Formeln nétig waren. Diese waren: 

1. Giltigkeit des Verteilungssatzes (fiir Membran: Lésung) 
in der einfachsten Form. 

2. Ahnlichkeit der elektrolytischen Dissoziation in Membran 
und wisseriger Lésung. 

Ohne diese Annahmen steigen die mathematischen Schwierig- 
keiten alsbald zum fast Uniiberwindbaren, und es scheint uns 
dann eben unmédglich, iiberhaupt zu quantitativen Beziehungen 
zu gelangen. Man wird zugeben, daB diese Hilfsannahmen 
ihrer Natur nach plausibel und in befriedigender Anniherung 
durch das Experiment bestatigt sind. 


Beziehungen zu Nernsts Theorie der Reizung. 


In der friiheren mehrfach erwaihnten Arbeit, die der Ver- 
fasser mit Jacques Loeb ausgefiihrt hat, wurde bereits 
gezeigt, daB die Potentialdifferenzen an der Schnittflache 
pflanzlicher Gewebe qualitativ, aber nicht quantitativ 
sich ebenso verhalten wie solche an unverletzten Oberflaichen; 
die Anderung der Potentialdifferenz mit der Konzentration der 
ableitenden Lésung erfolgt in demselben Sinne, jedoch in er- 
heblich kleineren Betragen. An der Hand der im Eingang 
dieser Arbeit gemachten Bemerkung, daB die Schnittfliche sich 
elektrisch wie ein Mosaik verhalt, erscheint diese Beobachtung 
erklarlich. An der Grenze der durchschnittenen Membranteile 
wirkt die Konzentrationsinderung wie an der unverletzten 
Rinde, an denjenigen Stellen jedoch, wo ableitende Lésung 
und Saft zusammenkommen, ist kein EinfluB der Konzentration 
auf die Potentialdifferenz vorhanden. Es sind also in diesen 
Versuchen gewissermaBen zwei Ketten parallel geschaltet, solche 
mit wahren b. P. D. und solche mit Diffusionspotentialen; der 
Gesamteffekt muB also offenbar eine kleinere Konzentrations- 
veranderlichkeit als bei den b. P. D. sein, wie es auch tatsachlich 


beobachtet wird. 
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Moglich ware es auch, die Erscheinungen an der Schnitt- 
flache mit der Annahme zu deuten, da die elektromotorisch 
wirksame Membran mit einer fest anhaftenden wisserigen 
Phase bedeckt ist, die Konzentration der ableitenden Fliissig- 
keit kann sich dann nur durch Diffusion durch diese Schicht 
hindurch bemerkbar machen. 

Tierische Gewebe der verschiedensten Art verhalten sich 
aihnlich den verletzten Pflanzenteilen, wie auch schon in der 
friiheren Arbeit gezeigt wurde. Ich méchte an dieser Stelle 
noch einmal auf die interessanten Versuche von Mc Donald?) 
und einen sich daraus ergebenden Zusammenhang mit der 
Nernstschen Theorie der Reizung hinweisen. 

Mc Donald hat analoge Versuche mit Warmbliiternerven 
ausgefiihrt, wie sie von Herrn Dr. Loeb und mir mit Pflanzen- 
teilen beschrieben wurden. Freilich ist hiermit weder die von 
uns erreichte Prizision zu konstatieren, und es konnte deshalb 
auch nicht die hier gegebene physikalische Erklarung gewonnen 
werden. Die wisserige Lésung, die an der auBeren Oberfliche 
der Nerven haftet, wird durch Einlegen in Losungen ver- 
schiedener Konzentration in ihrer Konzentration geandert, und 
damit die EMK, die man bei Ableiten von Oberflache und 
Querschnitt miBt (gewéhnlich als Verletzungsstrom bezeichnet). 
Bekanntlich ist die Oberfliche positiv gegen den Querschnitt 
und sie wird um so positiver, je verdiinnter die Spiillésung 
ist, in die der Nerv gelegt war und welche also an der Ober- 
fliche haftet. Also selbst bei diesen Objekten wirkt die Kon- 
zentration in dem gleichen Sinne auf die b. P. D. Ist es hier- 
nach nicht berechtigt, die Beziehung zwischen b. P. D., wie sie 
oben entwickelt wurde, als charakteristisch fiir Membranen ver- 
schiedenster Art anzusehen, wenigstens in gewisser Annaherung? 

Mit zahlreichen elektro-physiologischen Erscheinungen miissen 
die b. P. D. offenbar im Zusammenhang stehen. Besonders inter- 
essant scheinen mir die Beziehungen zu der Nernstschen Theorie 
der Reizung. Die unter dieser Bezeichnung gewohnlich zu- 
sammengefaBten GesetzmaiBigkeiten sind durch ein besonders 
solides Fundament von Tatsachen begriindet. Nernst*) hat 

1) Proc. Roy. Soc. 67, 310, 1900. 


*) Sitzungsber. d. preuB. Akad. 1, 1, 1908. Siehe auch Arch. f. d 
ges. Physiol. 122, 307, 1908 
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gezeigt, daB die Erregung eines und desselben Muskels unter 
dem EinfluB von oszillatorischem oder alternierendem Strom- 
fluB bei wechselnden elektrischen Bedingungen immer dann 
eintritt, wenn der StromfluB (oder die Entladung) eine gewisse 
maximale Konzentrationsveranderung an Phasengrenzen zustande 
bringen kann. Zur Berechnung dieser Konzentrationsinderung 
(an der Phasengrenze zweier Elektrolyte) konnen dieselben Gesetz- 
miBigkeiten wie an einer Metallelektrode angenommen werden, 
z. B. als Funktion der Stromstairke und Wechselzahl eines Wechsel- 
stromes ist die Konzentrationsinderung gegeben als konst. ; 

/m 
wo i die Stromstarke, m die Periodenzahl des Wechselstromes 
bedeutet. In der Tat zeigt sich, daB fiir alle Wechselstréme, 
die gerade die Reizung eines und desselben Nervmuskel- 
praparates hervorrufen kénnen, dieser Quotient konstant ist. — 
Wie wir gesehen haben, bedingen Konzentrationsinderungen 
Anderungen der Potentialdifferenz. Hiernach scheint es bei 
der Reizung auf eine gewisse maximale Polarisation an 
der Grenzfliche Membran | Lésung anzukommen. Daf diese 
Polarisation durch Vermittlung einer damit verkniipften Anderung 
der Oberflichenspannung in die Kette der Vorginge eingreifen 
kann, soll hier nur angedeutet werden. 

Bemerkenswert ist, daB der Elektrolytgehalt der meisten 
Kérperfliissigkeiten konstant */, molekular ist. Ein Blick auf 
die Tabelle auf 8S. 88 zeigt, daB diese Konzentration fiir die 
b. P. D. insofern eine besondere Bedeutung hat, als Konzen- 
trationssteigerung nur mehr eine sehr kleine Anderung 
hervorbringen kann, Konzentrationserniedrigung da- 
gegen eine sehr viel gréBere. Dies scheint mir nach dem 
oben erklarten Zusammenhang zwischen Polarisation und Reizung 
mit der Tatsache verkniipft zu sein, daB gleiche StromstoBe 
in verschiedener Richtung sehr verschiedene Reizeffekte haben. 
Bekanntlich ist die Reizung bei SchlieBung eines Stromes sehr 
viel starker an der Kathode als an der Anode, bei Offnung 
umgekehrt. Die Konzentrationsverschiebungen in entgegen- 
gesetzten Richtungen bringen eben sehr verschiedene Anderungen 
der b. P. D. hervor. Ubrigens wiirde dies auch. der Fall sein, 
wenn fiir die b. P. D. eine einfache logarithmische Konzen- 
trationsunabhingigkeit bestinde, da der StromstoB die Absolut- 
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werte der Konzentration nicht ihr Verhaltnis andert. Bei Giiltig- 
keit meiner Formel ist die einseitige Wirkung der Konzentrations- 
anderung jedoch noch besonders ausgeprigt und am meisten fiir 
die Salzkonzentrationen, die in den Kérperséften vorkommen. 

Eine andere Erscheinung, die vielleicht in demselben Zu- 
sammenhange eine Erklirung ist, ist die folgende. Overton’) 
erwahnt, daB die Reizbarkeit von Muskeln in hyperisotonischen 
Lésungen (>*/, mol.) schneller verloren geht als in hypoiso- 
tonischen (<_'/, mol), obgleich in beiden Fiillen schadigende 
Einfliisse sich bemerkbar machen. Die Tabelle auf 8. 88 zeigt, 
daB bei Konzentrationen, die wesentlich héher als '/, mol. sind, 
die b. P. D. sich nahezu in dem konzentrationsunabhangigen 
Gebiete befindet, es ist keine Polarisation modglich und damit 
der Erregungsvorgang gehemmt. Es soll indes nicht geleugnet 
werden, daB eine Konzentrationsinderung in diesen Fallen auch 
durch osmotische oder chemische Vorgange Veriinderungen im Ge- 
webe hervorrufen kann, die ihrerseits die Reizbarkeit beeinflussen. 

Hiermit scheinen mir zum ersten Male gewisse Anhalts- 
punkte gewonnen zu sein fiir das Verstandnis der Tatsache, 
daB die Elektrolytkonzentration der Kérpersafte bei héheren 
Organismen konstant etwa */, g mol. sein muBb. 


Zusammenfassung. 


Potentialdifferenzen an der Beriihrungsflache: 
Pflanzenteil | wisserige Lésung eines beliebigen Elektrolyten 


andern sich, wie Herr Dr. Loeb und der Verfasser gezeigt 
haben, reversibel mit der Konzentration der wiasserigen Losung in 
dem Sinne, daB steigende Verdiinnung die Lésung positiver macht. 

1. Zur Darstellung der Verinderlichkeit dieser Potential- 
differenz mit der Konzentration wird die Beziehung abgeleitet: 


> 1+V1-+ 10%m?c,? 
Pot.-Diff. 1 — Pot,-Diff. 2 — 58 log “1 —58 log2 V1 10 mo 
C, 1+V1-+-10°m?*c,? 
Millivolt 
wo m durch die Beziehung gegeben ist: 
1 Grenzwert d. Pot.-Diff. — Pot.-Diff. fiir ce = "/,,, 


— 58 








1) Arch. f. d. ges. Physiol. 42, 346. 
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Der Ableitung dieser Formel liegt die Vorstellung zugrunde, 
daB ein vollstindiger Umsatz zwischen einem Bestandteile der 
Membran und dem Elektrolyten der Lésung stattfindet, wobei 
ein wasserunlésliches Salz gebildet wird, das in der Membran 
in homogener Mischung enthalten ist (Eigengehait der Membran). 
AuBerdem sei der wisserige Elektrolyt infolge minimaler 
Léslichkeit als solcher in der Membran enthalten; fiir das Ver- 
haltnis der Konzentrationen Elektrolyt in Membran: Elektrolyt 
in Wasser wird das Verteilungsgesetz in der einfachsten Form 
angesetzt. 

2. Die Formel 1laBt sich experimentell durch Messungen 
am Apfel gut bestatigen (siehe Tabellen S. 88 u. ff.). (Bei hohen 
Konzentrationen erreicht die Potentialdifferenz einen Grenz- 
wert, bei kleinen Konzentrationen folgt sie einer einfachen 
logarithmischen GesetzmaBigkeit; das Verhalten bei mittleren 
Konzentrationen kommt durch die Formel gut zum Ausdruck.) 

3. Im Zusammenhang mit Nernsts Theorie der Reizung 
erklart dieses Verhalten von bioelektrischen Potentialdifferenzen 
einige elektrophysiologische Beobachtungen, wenn man an- 
nimmt, dafB die mit dem _ elektrolytischen Konzentrations- 
inderungen verkniipften Anderungen der Potentialdifferenz fiir 
die Erregung maBgebend sind. Die Beobachtungen sind: a) ver- 
schiedener Reizwert entgegengesetzt gerichteter, gleich starker 
Stromst6éBe, b) erregungshemmende Wirkung  konzentrierter 
Salzlésungen. Bei dieser Erklirung ist noch die Annahme 
gemacht, daB die innerhalb der Gewebe befindlichen Membranen 
sich ahnlich den hier untersuchten verhalten; diese Annahme 
laBt sich durch gewisse Beobachtungen begriinden. 














Einflu8 organischer Séuren auf die Hefegarung. 
Von 
Fritz Johannessohn. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 2. November 1912.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Manfred Bial*) stellt in seiner Arbeit ,,Die antiseptische 
Funktion des H-Ions verdiinnter Saéuren“ den Satz auf, daB 
bei der nétigen Verdiinnung anorganische wie organische Sauren 
die Vergirung von Traubenzucker durch Hefe um so eher auf- 
heben, je starker dissoziiert die einzelnen Saéuren sind. 


So wirken die in geringen Konzentrationen vdollig dissoziierten 
Sauren wie Schwefel-, Salpeter-, Trichloressig- und Salzsiure am stiarksten 
und untereinander etwa gleich stark. Die mittelstark dissoziierten wie 
Oxal-, Ameisen- und Phosphorsiure brauchen zur Erzielung der gleichen 
Wirkung etwa 2 bis 3mal so starke Konzentrationen, und etwa 10mal 
stirker muB die Konzentration der schwach dissoziierten Sauren, wie 
Essig-, Propion- und Butterséure sein. Bial konnte ferner zeigen, daB 
bei Zuriickdrangung der Dissoziation durch Zusatz von einem Neutral- 
salz der betreffenden Saure die gérungshemmende Wirkung dieser Saéure 
herabgesetzt wird. Da die Anionen sich in jenen geringen Konzen- 
trationen vollig wirkungslos zeigten, glaubt Bial, dem dissoziierten 
H-Ion allein die girungshemmende Wirkung zuschreiben zu miissen. 

Andererseits haben Paul, Birstein und Reu8?2) aus ihren Unter- 
suchungen iiber die ,Kinetik der Giftwirkung von gelésten Stoffen“, die 
an Staphylokokken ausgefiihrt wurden, gefolgert, ,daB nicht die H-lonen- 
konzentration allein die ausschlaggebende Rolle bei der Desinfektions- 


1) Manfred Bial, Die antiseptische Funktion des H-Ions ver- 
diinnter Saéuren. Zeitschr. f. physikal. Chem. 40, 513, 1902. 
2) Th. Paul, Birstein und ReuB, Beitrige zur Kinetik der Gift- 
wirkung von gelésten Stoffen. Diese Zeitschr. 29, 202. 
Biochemische Zeitachrift Band 47. 7 
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wirkung der Saéuren spielt, und daB das Anion der Sauren sich be 
diesem Vorgang in erheblichem MaBe beteiligt“. Die Verfasser nehmen 
an, ,daB die Anionen, ohne Desinfizientien zu sein, die Eigenschaft be- 
sitzen, die desinfizierende Wirkung des Wasserstoffions zu beschleunigen, 
d. h. sie besitzen die Eigenschaften von positiven Giftkatalysatoren‘. 
Das gilt fiir anorganische Siuren; fiir die von ihnen untersuchten 
organischen Séuren, nimlich Essig- und Normal-Buttersaure, folgern die 
eben genannten Forscher, daB8 ,sowohl die Anionen, wie die un- 
dissoziierten Molekiile zur Erklarung dieser starken Giftwirkung heran- 
gezogen werden miissen“. 

Mit der letzten Folgerung stimmen die Beobachtungen E. Over- 
tons!) iiberein, der fiir organische Siaiuren, die in Ather leicht léslich 
sind — und das sind die von Bial und Paul, Birstein und ReuB 
untersuchten organischen Séiuren — gefunden hat, daB gerade die nicht 
dissoziierten Molekeln besonders leicht in Pflanzen- also auch in Hefe- 
zellen einzudringen vermégen, ja diese Zellen sind ,fiir Ionen erst im 
beschiidigten Zustande oder unter ganz besonderen Umstiinden durch- 
lissig®. 

Es erschien daher nicht uninteressant, von neuem den 
EinfluB wenigstens einiger organischer Siuren auf die Hefe- 
tatigkeit zu untersuchen. Untersucht wurden Ameisensdure 
und ihre héheren Homologe, soweit diese in Wasser léslich 
sind, d. i. bis zur Isovaleriansiure. Diese Sauren sind in 
dieser Richtung bereits von Rosenblatt und Rozenband*) 
untersucht worden, die folgende Resultate erhielten: Die Alkohol- 
girung wird aufgehoben (bestimmt fiir 125 mg Saccharose und 


100 mg Bieroberhefe-PreBhefe des Handels) durch 


Ameisensiure. . . . . bei 11,500g pro Liter 
Essigsiure ...... » =<3O0,000g » » 
Propionsture . . ... » 269,000g » » 
n-Buttersiure. . ... » 440,000g » » 
Isobuttersiure .... » 264,000g » ” 
Isovaleriansiure ... » 20400g »— » 


Ameisensiure, Essig-, Propion- und Buttersiure sind auch von 
M. Bial%) untersucht worden mit folgendem Ergebnis: die Alkohol- 


1) E. Overton, Beitrige zur allgemeinen Muskel- und Nerven- 
physiologie. Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 115. 

2) Rosenblatt et Rozenband, Sur! influence paralysante exercée 
par certains acides sur la fermentation alcoolique. “Compt. rend. de 
l’Acad. d. Se. 149, Nr. 4, 8. 309, 


3) a. a. O. 
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girung wird aufgehoben (bestimmt fiir 1,5 g Glucose und 0,25 g Hefe 
bei 60 ccm Gesamtfliissigkeit) von 


Ameisenséure. ..... . bei 0,016 n 
Memeeiere . «secs. 2 O81 n 
Propionsiure ....... » 0,066n 


Buttersiure ....... 9 0,05 n 


Fiir Ameisensiure haben ferner Liiterig und Sartori!) den Wert 
von 125 mg als girungsaufhebend fiir 3,0 g Hefe bei 5°/) Zuckergehalt 
und 100 ccm Gesamtfliissigkeit gefunden. 

Eine Vergleichung der einzelnen Ergebnisse, die nur unter 
Beriicksichtigung gewisser Bedingungen médglich ist, soll spiiter 
erfolgen. 

Meine Versuchsanordnung gestaltete sich in Anlehnung an 
die von Liiterig und Sartori’) angewandte folgendermaBen: 

Im 100 cem-MeB8kolben werden zu 25 ccm einer 10°/,igen Lésung 
gereinigten Traubenzuckers 25 cem Siéuremischung, bzw. destilliertes 
Wasser gefiigt, darauf 1,5 g Hefe, und zwar gewoéhnliche kaufliche Preb- 
hefe. Nach kriaftigem Umschiitteln bleibt das Gemisch verschieden 
lange, bis zu 23 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann werden 
2,5 g Bleiessig hinzugesetzt, die in einem Kontrollversuch die Hefe- 
tiitigkeit véllig aufhoben, und darauf mit destilliertem Wasser auf 
100 cem aufgefiillt. Durch mitunter mehrmalige Filtration werden klare 
Lésungen erhalten, deren Zuckergehalt durch Polarisation im Lippich- 
schen Halbschattenapparat festgestellt wird. In den mitzuteilenden 
Versuchen ist dann die vergorene Zuckermenge in Prozenten der ur- 
spriinglich vorhandenen Zuckermenge ausgedriickt worden. Dabei 
ist [x] als konstant angenommen worden; nach Landolt?) erreicht der 
dadurch entstehende Fehler im ungiinstigsten Falle den Betrag von 0,03 °/,, 
er spielt also bei unseren Resultaten gar keine Rolle. 


Girungsférderung durch geringe Saiurekonzentrationen. 
Hugo Schulz’) hat in seiner Arbeit ,Zur Lehre von der 
Arzneiwirkung“ die Behauptung aufgestellt, ,daB jeder Reiz 
auf eine einzelne Zelle sowohl, wie auch auf die aus Zell- 
gruppen bestehenden Organe entweder eine Vermehrung oder 
eine Verminderung ihrer physiologischen Leistungen bedinge, 
entsprechend der geringeren oder grédBeren Intensitéit des 


1) H. Liiterig und A. Sartori, Garungshemmungen zuckerhaltiger 
Lésungen durch Konservierungsmittel. Pharmazeutische Zentralhalle 
fiir Deutschland 1908. 

2) Landolt, Das optische Drehungsvermégen. 

8) H. Schulz, Zur Lehre von der Arzneiwirkung. Virchows Archiv 
108, 427, 1877. 


7* 
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Reizes“. In jener Arbeit hat H. Schulz tiber Versuche be- 
richtet, die diese Behauptung fiir die tierische Zelle beweisen 
sollten. 1888 hat er’) dann die Richtigkeit dieses Satzes auch 
fiir die pflanzliche Zelle darzutun versucht. Er benutzte als 
pflanzliche Zelle die Hefe und als Stoffe, die in stiarkerer 
Konzentration die Girung vollig verhindern, in schwiacherer 
dagegen férdern sollten, Jod, Sublimat, Brom, arsenige Siure, 
Chromsiure, Salicyl- und Ameisensdiure. Fiir letztere hatte 
schon sein Schiiler Hoffmann®*) gefunden, daB eine Konzen- 
tration 1:10000 imstande ist, die Hefegirung zu verstirken; 
Schulz fand dieselbe Konzentration wirksam. DaB anti- 
septische Mittel iiberhaupt mitunter eine Steigerung der Hefe- 
tatigkeit verursachen kénnen, hat schon Liebig 1870 (Uber 
die Quelle der Garung) bemerkt, und H. Schulz schreibt: ,,Es 
ist allerdings auch auf diesem Gebiete die Erfahrung dem 
Experimente bereits lange vorausgeeilt, und daB Zusitze von 
sonst girungswidrigen Substanzen, wie z. B. Kupfersulfat oder 
Salicylsiure, unter Umstinden die Hefe zu energischerer Tatig- 
keit veranlassen kénnen, gewissen Gewerben nicht unbekannt.“ 

Biernacki®) konnte auch bei anderen Desinfektionsmitteln 
diese girungsférdernde Wirkung feststellen, und er behauptet: 
»Wenn ein Reprisentant einer antiseptischen Gruppe die 
Garung beschleunigt, vermégen seine Analoga dasselbe zu ver- 
ursachen.“ Danach war von vornherein anzunehmen, dab 
simtliche von mir untersuchten Siuren die Fahigkeit zeigen 
wiirden, bei einer gewissen geringen Konzentration auf die 
Hefegiirung férdernd einzuwirken. Ich habe hierbei meine 
Versuche, die im iibrigen in der vorher geschilderten Weise 
angestellt waren, nach 2 Stunden unterbrochen, da nach dieser 
Zeit der Unterschied gegeniiber dem Kontrollversuch am deut- 
lichsten war; nach langerer Zeit verwischen sich die Unter- 
schiede mehr und mehr. 

Es zeigt sich in diesen Versuchen, daB bei allen unter- 
suchten Saiuren der aliphatischen Reihe stets die gleiche mole- 


1) H. Schulz, Uber Hefegifte. Arch. f. d. ges. Physiol. 42, 517. 
2) G. Hoffmann, Experimentelle Untersuchungen iiber die Wirkung 


der Ameisensiure. Greifswald 1884. 
3) E. Biernacki, Uber die Eigenschaft der Antiseptica, die Alkohol- 


girung zu beschleunigen. Arch. f. d. ges. Physiol. 49, 112. 
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Tabellarische Ubersicht der Versuche. 





Iso- 


‘“ . isen-| Essig- Ak _| Iso- | 
Es wurden von der urspriinglichen |[“™*2"| ®**i#-| Propion- | n-Butter- |i utter-| valerian- 
Zuckermenge vergoren Saure 
*/o “fo | %o bd °/ °%/o 
4,0 11,0 


Im Kontrollversuch ohne Siure. . g 14,3 (12,17) 4, 0 13, 0 | 
Bei Zusatz von 22 ccm */,99-Saure, 

d. h. in ca. "/egp-Séure ....] 13,0 | 87) 48 | 6,0 2,0; 9,0 
Bei Zusatz von 13,0 cem ®/;99-Saure, 

d. h. in ca. ~ set Siure ....] 160 148) 4,0 10,0 | 4,5 | 11,0 


Bei Zusatz von 11,0 ccm ®/, o9-Saure, 





d. h. in ea. 2 /, -9-Siiure - « « ef 20,5 (20,9 8,0 18,0 | 10,0 | 17,0 
Bei Zusatz von 9,0 ccm °/;99-Saure, 
d. h. in ca. ®/5,9-Saure - «| 11,7 |10,0 45 | 90 | 50) 11,0 


kulare Konzentration, namlich 0,11 ccm n-Saure bei 50 ccm 
jesamtfliissigkeit und 1,5 g Hefe am besten imstande ist, die 
Hefetiatigkeit zu verstirken. Es entspricht die gesamte Ver- 
suchsfliissigkeit ungefahr einer® ,,.-Saure. In Gramm wasserfreier 
Substanz ausgedriickt betrug der Zusatz 


fiir die Ameisensiure . 0,00506 g, die Konzentration also 1: 10000 


» » Essigsiure . . 0,0066 g, » ” » 1:7576 
» » Propionsiure . 0,00814g, » ” » 1:6143 
» » n-Buttersiure . 0,00968g, » ” » 1:5165 
» » Isobuttersiure 0,00968g, » ” » 1:5165 

» Isovaleriansiure 0,01122g, » ” » 1:4456 


Der von mir fiir die Ameisensiure ermittelte Wert stimmt 
mit dem von H. Schulz und Hoffmann iiberein. — Es zeigt 
sich nun, daB die giinstigsten garungsférdernden Kon- 
zentrationen der untersuchten Saiuren zueinander im 
einfachen Verhaltnis der Molekulargewichte der ver- 
wendeten Saiuren stehen. So verhalten sich z. B. die Mole- 
kulargewichte von Ameisensaure zu Essigsiure wie 46:60 == 1:1,3, 
die betreffenden Siurezusitze wie 0,00506:0,0066 oder auch 
wie 1:1,3. Auf die Frage, ob bei diesen Siurewirkungen die 
Dissoziation eine mehr oder weniger ausschlaggebende Rolle 
spiele, soll spiiter im Zusammenhang eingegangen werden. 


Gairungshemmung durch stirkere Siurekonzentrationen. 
Schon bei manchen im vorhergehenden Abschnitt ange- 
wandten geringen Séurekonzentrationen war eine gewisse, wenn 
auch nicht allzu starke Hemmung der Hefetatigkeit dem Kontroll- 
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versuch gegeniiber wahrzunehmen. Es galt nun, festzustellen, 
Konzentrationen 
erforderlich 


Dauer jedesmal 23 Stunden betragen. 


welche zur vollstaindigen Aufhebung der 


Garung sind. In dieser Versuchsreihe hat die 
Ich lasse die Versuche 


nur in tabellarischer Ubersicht folgen. 


1. Ameisensaure. 








: oe I Il | IIT, IV 
Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren 

fo} lo} Vo} % 

ere 0 0 0 0 

Im Kontrollversuch ohne Saure (4.6 ee 2 OU LS 87,0178,7178,7}83,0 
Bei Zusatz von 0,4 ccm n-Séure, d.h. in einer "/;49-Saéure | — [57,3] — | — 
> =» » O68 e ” on» 2 See 29 | 11961— | — 

» Fs a n "ag ~ oe ee 

- ” r O8 » - sono” > "/es — | 00| — | 7,8 
" » @8 « i‘ oe & nee * a ee Pee 

” " ° 10 » ” sn ” ®/50 " 0,0| — | — | 0,0 
s e 20 » ° nnn » fee » 0 am |.) — 

‘ o 26% o. » i » 0,0] — | — 














Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, da Ameisen- 
siure im giinstigsten Falle bei 0,7 ccm der n-Ameisensiure auf 
50,0 cem Fliissigkeit die Girung vollig aufzuheben vermag. 
Das entspricht einem Zusatz von 0,0322 g reiner Ameisensaure, 
mithin der Konzentration 1 : 1553, oder einer "/,, oder 72 litrigen 
Siure. Allerdings zeigen auch die Versuche, daB manche Hefe 
widerstandsfahiger ist; doch habe ich bei Zusatz von 1,0 ccm 
n-Ameisensiure stets eine véllige Aufhebung der Giarung er- 
halten. Das entspricht dann einem Zusatz von 0,046 g reiner 
Siure, mithin der Konzentration 1: 1087 oder einer ®/,, oder 
50 litrigen Saure. 
2. Essigsaure. 


21.0 
11,7 
4.8 
0.4) 
ov 











— ‘ I II Ill 
Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren P ‘ > 
/o | lo 1 lo 
Im Kontrollversuch ohne Saure + bub Ook ae 4 ek Se een ee 
Bei Zusatz von 1,0 cem n-Saure, d.h. in einer "/s9-Séure | 71,0} — — 
~ - » 1,2 » “ nom om” | PO 65,0] — 
" = = nnn» » ee » 16801 — 
r 16 - . ee | 52,0] — 
» 2,0 - > mo oo) Pe — | 37,0 
- » 25 » ” a a "leg 0 — | 19,6 
» 3,0 » . non . ) — |160} — 
a £6. " 2 9” "13 7,5] 6,0] 7,0 
; 7 405 » mum » “ep » | — | — |] 40 
” n 42 » ” nn 9 lie * ae ee 0,0 
ee ee ee ee ee 
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Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, hebt im giinstigsten 
Falle bei unserer Versuchsanordnung ein Zusatz von 4,2 ccm 
der n-Essigsiure die Hefetitigkeit vollig auf. 


mit anderer Hefe erwies sich diese Konzentration 


In Versuchen 


als 


nicht 


ausreichend; doch habe ich stets durch Zusatz von 4,5 ccm 
n-Saure eine vollstindige Garungshemmung 
entspricht einem Zusatz von 0,252 g bis 0,270 g reiner Essig- 


saure, mithin der Konzentration 1:198 bzw. 


®/::9 bis ®/;;9 oder einer 11,9 bis 11,0 litrigen Saure. 


3. Propionsaure. 


erhalten. 


Das 


1:185 oder einer 








Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren I i HI 

| % | %o | % 

Im Kontrollversuch ohne Saure ee ee eee ee ve 83,75] 73,0 | 72,0 
Bei Zusatz von 2,0 ccm n-Séure, d.h. in einer "/s,-Saéure |29,1 | — - 
® a » £6» * eee 6 ~~. = met | - 
" » 40 » - nnn ion hes ” 12,6] — — 

” bal 5,0 ” ” ” ” ” ” 2/0 bal y 6 —_ _ 

5,2» ” non - "os ” —j- 2,7 

“ 5,4 r ” rons a aie — 0,0 

» 88s " oe 4 ag a Ti On 

” “ 58 » " sn 9 - "/s.6 — —_ 0.0 

n >» wes “ ‘ko "es 7 aa 60; = 











Die mitgeteilten Versuche zeigen, daB im ginstigsten Falle 
bei einem Zusatz von 5,4ccm der Normal-Propionsiure die 
Hefe in ihrer Tatigkeit véllig gehemmt wird. Das entspricht 
einem Zusatz von 0,3996 g reiner Propionsiure, mithin der 
Konzentration 1:125 oder einer "/y3 oder 9,26 litrigen Saure. 


4. Buttersaure. 











Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren I iT 
°%/, Fg 

Im Kontrollversuch ohne Siure ......... +. + « 73,9] 80,2 
Bei Zusatz von 4,0ccm n-Siure, d. h. in einer "/;2,-Saure | 4,3] — 
* n n 4,2 » ” 2 2 @ Fees —} 59 
> on 4h oo ee fH] 8S 

” - ” 4,6 ” ” rn 9 . ®/10.9 ” — 0,0 
- » 5,0 » . mmm os "Io (« 0,0} 0,0 

> 2 607 » won nr eg » | 00) — 








Aus diesen Versuchen geht hervor, daB bei unserer Ver- 
suchsanordnung ein Zusatz von 4,6 ccm Normal-Buttersiure 
imstande ist, die Gairung vollig aufzuheben. Es entspricht 
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dieser Zusatz 0,4048 g reiner Buttersiure, mithin der Kon- 
zentration 1:123,5 oder einer "/;99 oder 10,9litrigen Saure. 


5. Isobuttersaure. 





























Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren I on ir} I 
o/ o/ 0/ 0/ 

ceiceictaen teeth A laces o | /o 0 0 
Im Kontrollversuch ohne Saure tee ce 6 6d & oe ee eee ee 
Bei Zusatz von 2,5 ccm n-Séure, d.h. in einer "/g9-Séure | 13,8] — —|j— 
’ ; s 88 s ° » 2 ne Dn «oe Ef ae Em 
7 nn Bn ; >» 2 he 40] —|]—|— 
” " ” 88 ” " ” "his o 2,3 — ome — 
r » 39 » , . en 6 <a OSE «a 5 

” ” n 40 » n nm nm nm "hes “= 1,8 ry = 
42 » » » 2 » "hee » —|—] 74] - 

" ba) ” 4,4 " ” " ” ™/11.4 " o—_ om 2.3 2,3 
> nn 46» : 7 7 "hee * —j—|— ] 6 
‘ . o Bes se "ho, 7 ia di _ 0,0 

n 50 , ” tT —_ 0,0 0,0 0.0 

Nach diesen Versuchen hebt im giinstigsten Falle ein Zu- 
satz von 4,6 ccm Normal-Isobuttersiure die Garung véollig auf. 

Das entspricht 0,4048 g reiner Isobuttersiure, mithin der Kon- 
zentration 1:123,5 oder einer "/;99 oder 10,9litrigen Saure. 

Meine Versuche zeigen ein fast vollstandiges Uberein- 
stimmen in der girungshemmenden Kraft der beiden isomeren 
Buttersiuren, und jedenfalls war die die Girung vollig auf- 
hebende Konzentration bei beiden Saéuren gleich, obwohl nicht 
dieselbe Hefe angewendet worden war. Ich habe schlieBlich 
gleiche Konzentrationen beider Siuren auf dieselbe Hefe ein- 
wirken lassen, wobei sich dann eine vollkommene Uberein- 
stimmung in der girungshemmenden Kraft beider Isomeren 
herausstellte, wie es die folgenden Versuche zeigen: 

5a. Buttersiure und Isobuttersaure. 

I II 
. ais * - Butter-|, Iso- tButter- b ol 
Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren outter- utter 

Saure Saure 
eee i */o */o *%/o 

Im Kontrollversuch ohne Séure .........++-e4e-6 82,2 70,0 
Bei Zusatz von 4,2 ccm n-Saure, d.h. in einer "/3; 9-Séure 7,4 | 7,4 —_ — 
, » 44 » » [s . “a ® 435 | 435 | 24 24 
” ” 46 ” ” ba] sa] ba] a 10.9 ” _—- — 0,0 0,0 
° » 48 » » ee ss — | — | 00 | 00 
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6. Isovaleriansaure. 




















Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren I we 

ie ors a eee Gi 3 

Im Kontrollversuch ohne Séure . ..... +. «. © « « «| 70,22) 75,6 
Bei Zusatz von 6,0 ccm */,9n-Saure, d. h. in einer ®/g99-Saéure | 14,35] — 
- " 8,0 ” ” ” ” ” "/)5.6 ” 2,14 3,6 
” ba] ” 9.0 ” " ” ” ” = 13.9 ” ou 1,3 
- . » 100 » “ » mm » "Ses » 0,0 0,0 
” ” ” 12,0 ” ” " ” ” "los ” 0,0 = 
Bei den vorstehenden Versuchen wurde eine */,,n-Siure 


als Zusatz benutzt, da die Wasserléslichkeit der Isovalerian- 
siure zu gering ist, als da sich eine n-Siure herstellen lieBe. 
Umgerechnet auf n-Siure haben nach diesen Versuchen 4,0 ccm 
n-Saiure in unserem Versuchsgemisch die Giarung véollig auf- 
gehoben. Das entspricht einem Zusatz von 0,408 g reiner 
Isovaleriansiure, demnach der Konzentration 1 : 122,5 oder 
einer ®/;9, oder 12,5litrigen Saure. 

Es erhob sich nun im AnschluB an die eben mitgeteilten 
Bestimmungen der giirungsaufhebenden Konzentrationen die 
Frage: 


Wird die Hefe durch die giirungsaufhebenden Kon- 

zentrationen abgetétet? 

Meine Versuche zur Beantwortung dieser Frage gestalteten sich 
folgendermaBen: In der oben beschriebenen Weise werden je zwei Kolben 
mit derselben Saiurekonzentration beschickt. Nach 23 Stunden wird der 
Inhalt des einen Kolbens in der bereits eingangs geschilderten Weise 
untersucht, wihrend von dem Inhalte des anderen Hefe und Zucker- 
Sauremischung durch Zentrifugieren voneinander getrennt werden. Die 
Hefe wird dann noch mehrmals ausgewaschen und darauf mit je 25,0 cem 
der 10°/,igen Zuckerlésung und destillierten Wassers versetzt. Nach 
weiteren 23 Stunden wird der Versuch unterbrochen 

Untersucht wurden nur Ameisen-, Essig-, Propion- und 
Butterséure. Ich fiihre nur Versuche auf mit Siurekonzen- 
trationen, die bei 23 stiindiger Einwirkung keine Girung hatten 
zustande kommen lassen. Hierbei méchte ich noch bemerken, 
daB es fiir den Ausfall der Versuche keinen Unterschied be- 
dingt, ob man die Siure bei Gegenwart von Zucker oder ohne 
diesen auf die Hefe einwirken laBt. Die diesbeziiglichen Ver- 
suche fiihre ich nicht besonders an. 
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Die Hefe, die 23 Stunden unter Saure- ; 
em : I II III IV V VI 
einwirkung gestanden hat, hat von der 
suen Zuckermenge vergore 
neuen Zuckermenge vergoren of, /, /, /, of, o/, 
Im Kontro eenael h "o Siure . -| 64,8 | 61,7 | 68,7 72,2 | 71,3 | 60,0 
Nach Einwirkung von 1,0 ccm n- Ameise n- 
siure, d. h. von "/;9-Saure -| 47,0] — 1] 53,5 — | 57,4 
Nach Einwirkung von 1,5 ccm n-Ameisen- 
siure, d. h. von "/;,.,-Siéure . ‘ - — | 46,0 — |38,26; — 
Nach Einwirkung von "2.0 cem n- Ameise n- 
siure, d. h. von "/9,-Saure . tonecke = — | 24,8 — —_ 
Nach Einwirkung von 5,0 ccm _ n-Essig- 
siure, d. h. von ®/;9-Séure ee _ — 71,74 58,7 
Nach Einwirkung von 7,5 ccm _ n-Essig- 
siure, d. h. von "/,,-Siiure ae: _ — 71,74 54,78 
Nach Einwirkung von 10,0 ccm nisiatied 
siure, d. h. von "/,-Siiure _ a — | 683 40,4 
Nach Einwirkung von 6,0 ccm n- Propion- 
siure, d. h. von "/,,-Siure — — {6217}, — -- 
Nach Einwirkung von 5,0 cem n-Butter- 
siure. d. h. von ®/;9-Saure . — 64,8 — —~ — - 




















daB die Hefe durch die hier 
sondern 
es handelt 


Diese Versuche zeigen, 
benutzten Konzentrationen nicht abgetétet, 
lediglich in ihrer Funktion gehemmt wird; 
sich hier also um einen reversiblen Vorgang. Allerdings ist 
auch eine dauernde Schidigung bemerkbar, und es ist zu er- 
daB bei Konzentrationen, die freilich wesentlich héher 
die einfach giirungsaufhebenden, die Hefe wirklich 
Bemerkenswert ist es noch, daB die 


warten, 
liegen als 
abgetétet werden kann. 
entsprechenden Konzentrationen der verschiedenen Séuren der 
Hefe verschieden starken dauernden Schaden zufiigen; und 
zwar scheint hier eine gewisse Reihenfolge zu bestehen, 
sofern als mit dem steigenden Molekulargewicht die Giftigkeit, 
die dauernden Beeintrachtigung der Giarkraft 
auBert, abnimmt. Das widerspricht allerdings den Verhaltnissen 
bei der Alkoholreihe, wo die héheren Homologe sich giftiger 
erwiesen haben als die niederen, wie Dujardin und Beaumetz') 
in eingehenden Versuchen festgestellt haben; auch Linossier?) 


in- 


sich in der 


1) Dujardin, Beaumetz und Audigé, Récherches expérimentales 
sur la puissance toxique des alcohols. Paris 1879 
Infl. comp. des principaux alcodls. Soc. Biol. 51, 
Die Fermente und ihre Wirkungen 


2) Linossier, 
Zitiert nach Oppenheimer, 
1910. 


8&7. 


1, 63, 
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fand bei der Untersuchung des Einflusses von Alkoholen auf 
fermentative Vorginge, daB die Magenverdauung vom Methyl- 
alkohol am wenigsten, von den héheren Alkoholen dagegen 
bedeutend mehr gehemmt wird. Diese Abnahme der Giftig- 
keit mit dem Steigen des Molekulargewichtes widerspricht 
auch der Ansicht Biernackis*), der auf Grund seiner 
Untersuchungen mit organischen Kérpern, freilich nicht mit 
Homologen einer Reihe, die Behauptung aufstellt: Je mehr 
Kohle der Kérper in seiner chemischen Formel besitzt, desto 
stirker antifermentativ wirkt er.“ Da jedoch die Saurereihe 
sich anders als die Alkoholreihe verhialt, fanden schon Fiihner 
und Neubauer’) bei der Himolyse durch Substanzen homo- 
loger Reihen. Bei den Alkoholen steigt mit zunehmendem 
Molekulargewicht die hiaimolytische Wirkung, bei den Sauren 


nimmt sie ab. 


Abhiangigkeit der Siurewirkung von der Konzentration. 


Es ist bekannt, daB manche antifermentativ wirkenden 
Stoffe unabhingig von der Konzentration eine bestimmte Menge 
Ferment unwirksam machen. So hat Fiechter*) nachgewiesen, 
daB bei der Wirkung von Blausiure auf Girungs- und Faulnis- 
vorgange nur das Verhialtnis zwischen Fermentmenge und Blau- 
siuremenge, nicht aber die Konzentration der Fliissigkeit an 
Blauséure fiir die Wirksamkeit der letzteren maBgebend ist. 
Andere Stoffe dagegen miissen stets in bestimmter Konzen- 
tration vorhanden sein, wenn sie eine bestimmte Menge Ferment 
unwirksam machen sollen. Um zu priifen, wie sich die von mir 
untersuchten Saéuren in dieser Beziehung verhalten, habe ich 
zwei Reihen von Versuchen angestellt. In der einen setzte 
ich die gleiche Siuremenge zu verschiedenen Fliissigkeitsmengen 
hinzu, so daB also das Verhaltnis zwischen Hefe und Gift gleich 
blieb und sich nur die Konzentration anderte. In der zweiten 
Reihe lieB ich die Konzentration unverindert, anderte also das 
Verhaltnis zwischen Hefe und absoluter Giftmenge. Dabei 
stellte sich dann heraus, dab die Siuremenge, die bei 50 ccm 
Gesamtflissigkeit die Garung vollig hindert, nicht imstande ist. 

1) a. a. O. 


2) Fihner und Neubauer, Arch. f. experim. Pharmakol. 56, 344 
3) Fiechter, Wirkung der Blausiure auf Fermente. Diss. Basel 1875. 
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diese zu unterdriicken, wenn man sie in starkeren Verdiinnungen 
einwirken léBt. Andererseits kann man bei geringerer Gesamt- 
fliissigkeitsmenge mit dem Saurezusatz heruntergehen. Es muBb 
eben stets eine gewisse Konzentration an Siure vorhanden sein. 
Diese ist fiir die gleiche Hefemenge gleich. Es ist also die 
Konzentration und nicht die absolute Sauremenge bei der 
Garungsaufhebung von entscheidender Bedeutung. 


Verhiltnis von Hefemenge zur Siurekonzentration. 

Biernacki hat in der oben erwihnten Arbeit') den Satz 
ausgesprochen, ,,da8 die minimale, die Girung aufhebende Dosis 
der Hefemenge direkt proportional ist“. 

So fand er, daB 


0.2 g Hefe von 1: 2000 oder 0,005 g Benzoesaure 
O45 » 1:1000 +» 0,01 

0,6 » ” » 1:700 ” 0,014 » 

1:500 » O02 » ” 

1: 400 » 0,04 » ” 


0.8 » ” ” 
1.0 + 9 9 


unwirksam gemacht werden. Die Konzentrationen stimmen 
mit seiner Behauptung iiberein, doch die Angabe der Gramm 
Benzoesiure weist in der letzten Reihe eine erhebliche Differenz 
auf. Bestiinde der Biernackische Satz auch fiir unsere Sauren 
zu Recht, so miiBte man nach Umrechnung z. B. der Resultate 
Bials fiir die von mir angewandte Konzentration imstande 
sein, durch einfache Multiplikation mit 6, da ich die sechsfach 
gréBere Hefemenge benutzte, ungefiihr die Siuremenge zu be- 
rechnen, die bei meiner Versuchsanordnung die Garung vollig 
aufheben miiBte. Dabei findet man jedoch stets gréBere Werte 
als die, die ich experimentell gefunden habe. Es erschien daher 
notwendig, das Verhialtnis von Hefemenge zur Saurekonzen- 
tration fiir unsere Siuren zu bestimmen, ehe man an die Ver- 
gleichung der Resultate Bials und der anderen mit meinen 
gehen konnte. Die Dauer der hierher gehérigen Versuche be- 
trug 20 Stunden. Der zur Unterbrechung der Versuche ndotige 
Zusatz von Bleiessig wurde proportional der Hefemenge ge- 


steigert. 


1) a. a. O. 
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Von der urspriinglich vorhandenen 
Zuckermenge wurden vergoren 





0,375 g'0,75 g/1,125 g/1,5¢/3,0¢/4,5¢ 


(1) 


(2) (3) 


(4) 
Hefe 


(8) 


ste _| *lo | _*lo_| *lo | *lo| *lo | %lo 


|6,0¢ 


(12) | (16) 








Im Kontrollversuch ohne Siure.. . 
Bei Zusatz von 3,0 cem "/;9-Ameisen- 
saure, d.h. in einer "/,,7-Saure . . 
Bei Zusatz von 4,0 ccm */,9-Ameisen- 
siure, d. h. in einer "/,49-Saure . . 
Bei Zusatz von 5,0 ccm "/,9-Ameisen- 
siure, d. h. in einer °/;99-Saure. . 
Bei Zusatz von 6,0 ccm "/;9-Ameisen- 
siure, d.h. in einer "/g9-Saéure 
Bei Zusatz von 7,0 ccm °/;9-Ameisen- 
siure, d.h. in einer °/79-Saure . . 
Bei Zusatz von 8,0 ccm */,9-Ameisen- 
sdure, d. h. in einer "/g9-Saure . . 
Bei Zusatz von 9,0 ccm ®/;9-Ameisen- 
sdure, d.h. in einer "/;,-Saure . . 
Bei Zusatz von 10,0 cem ®/;9-Ameisen- 
siure, d.h. in einer "/s9-Saure . 
Bei Zusatz von 11,0 ccm ®/,9-Ameisen- 
saure, d.h. in einer °/,,-Séure . . 
Bei Zusatz von 12,0 ccm "/,9-Ameisen- 
siure, d. h. in einer "/,4,-Saure 
Bei Zusatz von 13,0 ccm ®/,9-Ameisen- 
siure, d.h. in einer °/3,-Saure . . 
Bei Zusatz von 14,0 ccm °/,9-Ameisen- 
siure, d.h. in einer °/3,-Saure . . 
Bei Zusatz von 15,0 ccm ®/,9-Ameisen- 
saure, d. h. in einer °/33,3-Saure. . 
Bei Zusatz von 16,0 ccm °/;9 Ameisen- 
siure, d.h. in einer °/39-Saure . . 
Bei Zusatz von 17,0 ccm ®/;9-Ameisen- 
sdure, d. h. in einer "/g9,4-Saure. . 





22,6 
3,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 





38,26 |43,0 | 54,8 


0,0 


0,0 


| 


| 
| 
| 
| 


0,0 | 


81,3 
21,0 
i 
4.8 
0,0 
0,0 








_ 
bo 
bho 











96,52 











100,0/100,0 


Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, daB kleinere Hefe- 
mengen in der Tat gréBere Siuremengen zur Gairungsaufhebung 
gebrauchen, als der einfachen Proportion entspricht. 


Es werden 
fiir 0,375 g 0,75 g 1,125¢g 15g 30g 45g 6,0 g Hefe 
im Mittel 4,5 6,0 7,5 8,5 12,0 14,7 16,8 ccm 


n/ 9-Ameisensiure verbraucht. 








Tragen wir nun unsere Resultate in ein Koordinatensystem 
ein, wobei wir die Hefemengen (0,375 g— 1) auf der Abszisse, 
den Saurezusatz in Kubikzentimetern "/, ,-Saure auf der Ordinate 
abtragen, so erhalten wir die dargestellte Kurve (Fig. 1). Fiir 
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Fig. 1. 





jeden Punkt dieser Kurve, der experimentell bestimmt wurde, 


gilt die Gleichung 
yi = ka, 


wobei k= 18 zu setzen ist. Diese Gleichung ist aber nichts 
anderes als die Gleichung einer Parabel, fiir die 4p — 18 ist. 

Mit Hilfe dieser Gleichung wurde nun fiir gréBere Hefe- 
mengen der nétige Siurezusatz berechnet und durch Versuche 
die Richtigkeit der Berechnung gepriift. Wie aus nachstehenden 
Tabellen ersichtlich, war mit einer fiir biologische Verhiltnisse 


geniigenden Genauigkeit die ausgerechnete Saiurekonzentration 


stets die minimale girungsaufhebende. 


Berechnet wurden fiir 7,5 g Hefe = 202 . 


» 9,0n » ==242. 
” 10.5 ” ” = 282 . 
its = onthe. 


19,0 cem ®/, ,-Siure 


20,9 
23,0 
24,0 


” 


” 


” 





Von der urspriinglichen Zuckermenge wurden vergoren 








” » 19,0 » - ” "/o6.3 
. » 20,0 » ” “ ” » "fog 
n n 21,0 » ” n n » "fags 
n 22,0 » “ . ” ” °2,7 
» 23,0 » . n n "les 9 
24.0 » ” » - - */s0.8 
25,0 » . “ “ » "eo 


Bei Zusatz von 18,0 ccm °/,;9-Ameisensaure, d.h. in einer */,, 4-Siure 


. 





| 
7 5 


| “fo | 


13,8 
0.0 
0,0 


» g/9,0 g 10,5 gil? 0¢ 


Hefe 


4.0 — 

0.0 356 _ 

60° 78} — 
oO | 64 

_— - |00 

— 0.0 














6.65 
0,0 
0.0 
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Bei Essig-, Propion- und Buttersiure wurden gleichfalls 
Versuche in dieser Richtung angestellt, die jedoch nicht zahl- 
reich genug sind, um eine Kurve aufstellen zu lassen. Doch 
zeigte sich auch hier, daB kleinere Hefemengen sicher mehr 
Siure benétigen, als der einfachen Proportion entspricht. 

Wenn also in der Tat Hefemenge und Saurekonzentration 
in einem Verhaltnis stehen, fiir das die Parabelgleichung gilt. 
so mu diese uns eine Handhabe werden zur Vergleichung 
meiner Ergebnisse mit denen der friiheren Autoren. 

Zu dem Zweck rechne ich alle Resultate fiir 50 cem Ge- 
samtfliissigkeit um und mit Hilfe der Parabelgleichung fiir 
100 mg Hefe==1z. Dann kommt folgende Tabelle zustande, 
in der k, berechnet nach den verschiedenen Untersuchern, an- 
gegeben ist. 








_—— ~ Liiterig | Rosenblatt 
Dieouliate ial und und 
Sartori | Rozenband 
Ameisensaure 7,0 10,0 | 6,132 144 
eee eee 1,7 1,714 | — | 625 
Propionsfure. ..... . 2,0 2,614 | — | 383124 
Buttersiure 1,41 1,681 — | 62500 
Isobuttersiure ... . 1,41 — — | — 
Isovaleriansiure ... 1,07 _ oni } tine 


Man ersieht, daB Bials, Liiterigs und Sartoris Ergeb- 
nisse mit meinen in einer GréBenordnung liegen, wahrend die 
der franzésischen Forscher ganz aus dem Rahmen herausfallen. 
Wenn bei der Ameisensiure die Werte fiir k etwas weit aus- 
einanderliegen, so laBt sich diese Differenz doch durch die ver- 
schiedene Hefe, die angewandt wurde, erkliren; auch ich konnte, 
wie weiter oben geschildert, gerade bei der Ameisensiure ein 
verhaltnismaBig starkes Schwanken der minimalen girungsauf- 
hebenden Konzentration bei verschiedener Hefe feststellen. DaB 
im iibrigen die Werte fiir k bei Essig-, Propion- und Butter- 
siure nach den Versuchen von Bial und mir so gut iiberein- 
stimmen, ist ein Beweis mehr dafiir, daB Hefemenge und Saure- 
konzentration in einem bestimmten Verhiltnis zueinander stehen, 
das jedoch nicht einer einfachen Proportion im Sinne Bier- 
nackis entspricht, sondern die Gleichung der Parabel erfiillt. 

Ehe ich nun die Frage, ob bei der Garungshemmung die 
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Dissoziation der Saéuren eine Rolle spiele, zu beantworten ver- 
suche, méchte ich iiber Versuche berichten, die angestellt wurden, 
um eine vielleicht vorhandene 


Adsorption der Saiure durch Hefe 

nachweisen zu kénnen. Eine Entscheidung in dem einen oder 
anderen Sinne ware ja auch fiir die Frage der Abhangigkeit 
von der Dissoziation in beschranktem MaBe zu verwerten. Bei 
diesen Versuchen wurde aus duBeren Griinden die Gesamt- 
flissigkeitsmenge auf 40,0 ccm (mit 25,0 ccm Zuckerlésung) be- 
messen. Zu unserem Zweck wurde nach 22 Stunden die Fliissig- 
keit abzentrifugiert, ihr Volumen gemessen und der Séuregehalt 
durch Titration mit "/, -Natronlauge bestimmt. 


I. Ameisensaure. 
1 2 3 
Die angewandte Siuremenge 
«ew 6 + 2 > See 0,069 g 0,092 ¢g 


Die Konzentration folglich 1:870 1: 580 1:435 


Die abzentrifugierte Fliissig- 
keit miBt . . . . . . 39,0cem 37,5cem 37,0 ccm 


Die im Zentrifugat wieder- 
gefundene Sauremenge 0,04577g 0,06550g 0,08510¢ 


Die Konzentration folglich 1:852 1:573 1:435 


II. Essigsaure. 


1 2 3 

Die angewandte Sauremenge 

PE. ticle ee a Oe 0,45 g 0,60 g 
Die Konzentration folglich 1:133 1:93 1:67 
Die abzentrifugierte Fliissig- 

keit miBt . . . . . . 38,0cem 38,0 cem 37,0 ccm 
Die in ihr wiedergefundene 

Sauremenge ... . . 0,28728g 0,41412g 0,53724¢ 
Die Konzentration folglich 1:132 1:92 1:69 


Die mitgeteilten Versuche zeigen, daB eine Konzen- 
trationsinderung im Sinne einer Adsorption von Saure 
durch die Hefe sich nicht hat nachweisen lassen. Man 
hatte fiir diese schwach dissoziierten Sauren, die eine ziemlich 
groBe Adsorbierbarkeit im allgemeinen besitzen, auch hier den 
sicheren Nachweis der Adsorption erwartet. Aber auch Th. Paul 
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und seinen Mitarbeitern') ist es bei ihren Versuchen an Staphylo- 
kokken nicht gelungen, fiir Essig- und n-Buttersiure eine Ad- 
sorption nachzuweisen, wahrend sie fiir die Salzsiure, die doch 
im allgemeinen weniger adsorbierbar ist, Anhaltspunkte fiir die 
Annahme einer Adsorption fanden. Es ist dieses Verhalten 
sonderbar, um so mehr als Hertzog und Betzel*) in der 
Hefe ein gutes Adsorbens fiir lipoidlésliche Stoffe wie Chloro- 
form fanden. Auch die Beobachtung Overtons*) iiber das 
leichte Eindringen organischer Saéuren in Pflanzenzellen steht 
zu dem fehlenden Nachweis der Adsorption in einem gewissen 


Gegensatz. 


Ist die Giftwirkung von der Dissoziation abhiangig? 

Wie eingangs erwiahnt, schlieBt Bial*) aus seinen Ver- 
suchen, daB auch bei der Girungsaufhebung durch organische 
Sauren das dissoziierte Wasserstoffion von ausschlaggebender 
Bedeutung ist. Dagegen schreiben Th. Paul, Birstein und 
ReuB*) auf Grund ihrer Versuche dem dissoziierten H-Ion gar 
keine Bedeutung zu. 

Wenn wir zunichst die Saéuren nach der Starke ihrer 
Giftwirkung ordnen, so ergibt sich zu der Reihe, die nach der 
GréBe der Dissoziationskonstanten der einzelnen Sauren ge- 
ordnet ist, folgende Beziehung: 


Dissoziations- 

Aufhebende onal i" 

Konnentration onstante nach 

Ost wald®) 
Ameisensiure . . . . . 72,0litrig 0,021 40 
Isovaleriansdure . . . . 12,5 » 0,001 61 
Essigsiure .... .<11,9 » 0,001 80 
Buttersiure .... . 10,8 » 0.001 49 
Isobuttersiure . . . . 108 » 0.001 44 
Propionsiure . . . . . 9,26» 0,001 34 





1) Th. Paul, Birstein und ReuB, Beitrage zur Kinetik der Gift- 
wirkung von gelésten Stoffen. Diese Zeitschr. 29, 202. 

2) R. O. Hertzog und R. Betzel, Zur Theorie der Desinfektion. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 309. 

3) a. a. O. 

#) a. a. O. 

5) a. a. O. 

6) Ostwald, GrundriB der allgemeinen Chemie, S. 515. 

Biochemische Zeitschrift Band 47. 8 








114 F. Johannessohn: 


Damit beide Reihen besser verglichen werden k6nnen, 
setze ich in beiden die Werte fiir Propionsiure 1; dann 
kommt folgende Reihe zustande: 


Nach der Nach der 

aufhebenden Dissoziations- 
Konzentration konstante 
Ameisensaure , . . . . 7,840 15,970 
Isovaleriansdure . . . . 1,349 1,201 
Essigsiure . ... . . 1,285 1,343 
Buttersiure ..... 1,166 1,112 
Isobuttersiure ... . 1,166 1,075 
Propionsiure . . . . . 1,000 1,000 


In beiden Reihen iibertrifft der Wert fiir Ameisensiure 
um ein Vielfaches die Werte fiir die anderen Siuren, wenn- 
gleich das Verhiltnis in beiden Reihen nicht genau das gleiche 
ist. Auch sonst stimmen die beiden Reihen ganz gut iiberein, 
sowohl was die Reihenfolge im allgemeinen, als auch die Ver- 
haltnisse zwischen den Werten fiir die einzelnen Sauren an- 
betrifft; nur Isovalerian- und Essigsiure haben ihre Platze 
vertauscht. Bemerkenswert ist, da der Unterschied in der 
Dissoziationskonstante der beiden Buttersiureisomeren ganz 
gering ist, was gut zu dem vdlligen Ubereinstimmen beider 
Isomeren in der Giftwirkung bei meinen Versuchen paBt. 

Nach all dem ist die Annahme, es handle sich bei der 
Aufhebung der Garung nur um eine Wirkung, abhangig von 
der Starke der Dissoziation der einzelnen Siuren, auBerordent- 
lich naheliegend. Allein die Differenz obiger Reihen in Be- 
ziehung auf Essig- und Isovaleriansiure, sowie in den Ver- 
haltn‘szahlen fiir die Ameisensiure 148t daran denken, daB die 
Dissoziat‘on nicht die entscheidende Rolle spiele und daB die 
sonstige Ubereinstimmung der beiden Reihen nur zufillig sei. 
Zur Klarung dieser Frage schlug ich dasselbe Verfahren wie 
Bial ein, d. h. ich setzte zu einer Saiurekonzentration, die im 
Kontrollversuch die Giarung vollstindig hemmte, steigende 
Mengen des neutral reagierenden Natriumsalzes der betreffenden 
Siure zu. Die Versuche wurden mit Ameisen- und Essigsiure 
angestellt. , 

Es ist mir, wie diese Versuche zeigen, nur einmal gegliickt, 
durch Zusatz von 20,0 ccm n-Natriumformiat, also durch eine 
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1. Ameisensaure. 
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In allen diesen Versuchen ist durch den Zusatz des 
neutralen Natriumacetats eine deutliche Abschwachung der 
gairungsaufhebenden Wirkung der Essigsiure herbeigefiihrt 
worden. Am stirksten war der entgiftende EinfluB des Salzes, 
als eine 5,7litrige Natriumacetatlésung auf die 11,4litrige 
Essigsiure einwirkte; hier betrug die Abschwachung der Essig- 
siure ca. 20°/,. Damit stehen jedoch meine Resultate hinter 
den Ergebnissen Bials weit zuriick, der bestenfalls eine fast 
vollstandige Ausschaltung der garungshemmenden Wirkung der 
Essigsiure feststellen konnte. Bemerkenswert ist, daB dieser 
giinstigste Effekt sowohl bei Bial wie bei mir bei einem Zu- 
satz von Natriumacetat erzielt worden ist, der ungefahr der 
doppelten Menge der angewandten Essigsiuremolekiile entspricht. 
jréBere Gaben des Salzes halten die Wirkung auf gleicher 
Hoéhe, bis schlieBlich das Salz selbst girungshemmend wirkt. 

Bial konnte auf Grund seiner Versuche wohl die Ansicht 
aussprechen, daB die Dissoziation bei der Garungshemmung 
die entscheidende Rolle spiele. Meine Versuchsergebnisse stehen 
jedoch in Gegensatz zu dieser Ansicht; danach kénnen héchstens 
20°/, der Essigsiurewirkung den dissoziierten Anteilen zu- 
geschrieben werden. Es kime ja dann allerdings dafiir nur 
das H-Ion in Betracht, denn das Saureanion wirkt, wie auch 
meine Versuche mit dem Neutralsalz allein zeigen, in den bei 
der Siure angewandten und wirksamen Konzentrationen nicht 
girungshemmend, im Gegenteil sogar etwas beschleunigend. 

Voéllig erschiittert wird aber meiner Ansicht nach die 
Theorie von der antiseptischen Funktion des H-Ions ver- 
diinnter organischer Saéuren durch die von mir angestellten 
Versuche mit Ameisensiure und ameisensaurem Natrium. 
Ameisensaure hat eine bedeutend héhere Dissoziationskonstante 
und ist in 4mal geringerer molekularer Konzentration als 
Essigsiure angewandt worden; es stiinde also zu erwarten, daB, 
wenn es sich bei ihr um eine Wirkung des H-Ions handelte, 
die Herabsetzung der Dissoziation durch zugefiigtes Neutralsalz 
eine ganz wesentliche Herabsetzung der Garungshemmung zur 
Folge haben miiBte, jedenfalls miiBte doch diese Beeinflussung 
deutlicher als bei der Essigsiiure sein. Das ist jedoch keines- 
wegs der Fall; nur ein einziges Mal wurde durch einen ziemlich 
hohen Salzgehalt — 20mal mehr Salzmolekile als Saure- 
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molekiile — die Hemmung herabgesetzt, wihrend bei der Essig- 
siure die doppelte Anzahl Salzmolekiile die stairkste Wirkung 
schon erzielte. 

Wire das dissoziierte H-Ion der wesentlichste Faktor bei 
der Wirkung organischer Saéuren, dann miiBten sich die Mengen, 
die erforderlich sind zur Garungsbeschleunigung, ordnen nach 
den Dissoziationskonstanten der einzelnen Sauren; denn bei 
den in jenen Versuchen angewandten geringen molekularen 
Konzentrationen sind die Séiuren am stirksten dissoziert und 
die Abhangigkeit ihrer Wirkung von der Dissoziation miiBte 
am deutlichsten zur Geltung kommen. Wie aber weiter oben 
gezeigt wurde, ordnen sich die Siuren in jenen Versuchen nach 
dem Molekulargewicht, eine Ordnung, die mit der nach den 
Dissoziationskonstanten aufgestellten nicht identisch ist. 

Nach alledem bin ich der Uberzeugung, daB die Haupt- 
rolle bei der girungshemmenden Wirkung der untersuchten 
Saéuren das nicht dissoziierte Molekiil spielt. Das Anion ist 
in den angewandten Konzentrationen ohne Bedeutung, waihrend 
das Wasserstoffion einen, wenn auch nicht sehr bedeutenden 
Faktor bei der Garungshemmung darstellt. 


Zusammenfassung. 


1. Ameisensiure und ihre hdheren Homologe vermégen 
bei geniigender Verdiinnung die Hefegirung zu beschleunigen; 
das Optimum der einzelnen Siuren liegt bei der gleichen mole- 
kularen Konzentration. 

2. Die minimalen garungsaufhebenden Saiuremengen toten 
die Hefe nicht ab. 

3. Die Garungsaufhebung ist von der Konzentration, nicht 
von dem absoluten Gehalt an Saure abhiangig. 

4. Hefemengen und die zur Girungsaufhebung ndtigen 
Konzentrationen verhalten sich nicht direkt proportional zu- 
einander, sondern stehen in einem Verhiltnis, das die Gleichung 
der Parabel erfiillt. 

5. Eine nachweisbare Adsorption der Saéure durch die Hefe 
findet nicht statt. 

6. Bei der Saiurewirkung spielen nicht die Ionen, sondern 
das nicht dissoziierte Molekiile die Hauptrolle. 








Uber das Verhalten der Essigsiure bei kinstlicher 
Durchblutung der Leber. 


Von 
Adam Loeb. 
(Aus dem stadtischen chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 3. November 1912.) 


In einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit haben Embden 
und Oppenheimer’) die Beobachtung gemacht, da8 Brenz- 
traubensaure, die allem Anschein nach als ein in gréBter Menge 
beim Abbau der Kohlenhydrate auftretendes normales inter- 
mediares Stoffwechselprodukt anzusehen ist, bei der kiinstlichen 
Durchblutung der Leber Acetessigsiiure bildet. Diese Acet- 
essigsiurebildung nimmt héchstwahrscheinlich ihren Weg iiber 
Acetaldehyd, der das niichste Abbauprodukt der Brenztrauben- 
siure im Tierkérper sein diirfte. Die Acetessigsiurebildung 
aus der Brenztraubensiure bzw. aus dem aus dieser ent- 
standenen Acetaldehyd wird von den genannten Autoren nur 
als eine Nebenreaktion angesehen, waihrend der Hauptweg des 
Acetaldehydabbaues iiber Essigsiure fiihren diirfte. Hiernach 
wire auch die Essigsiure ein normales intermediares Abbau- 
produkt der Kohlenhydrate. 

Friihere Untersuchungen haben es wahrscheinlich gemacht, 
daB Essigsiure auch bei der Verbrennung von Fettséiuren im 
tierischen Organismus intermediir gebildet wird. Namentlich 
liegt es sehr nahe, anzunehmen, daB die Acetessigsaiure, die 
ihrerseits beim Abbau der normalen Fettséuren mit gerader 
C-Atomzahl auftritt, bei ihrem weiteren Abbau unter Wasser- 
aufnahme in 2 Molekiile Essigsiure zerfallt, weringleich hierfiir 


1) Embden und Oppenheimer, diese Zeitschr. 45, 186. 
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der experimentelle Beweis bisher nicht erbracht werden konnte. 
[Embden und Michaud’), Dakin und Wakeman?’).] 

Sollte die eben ausgesprochene Anschauung iiber den Ab- 
bau der Acetessigsiure zutreffen, so wire damit erwiesen, dab 
auch verschiedene als Spaltprodukte der EiweiBkérper auf- 
tretende Aminosauren*), deren Abbau im Tierkérper unter 
intermediarem Auftreten von Acetessigsaure verlauft, als Quellen 
fiir die Essigsiure in Betracht kommen. Die Essigsiure wire 
also hiernach als ein gemeinsames Abbauprodukt der Kohlen- 
hydrate, Fette und EiweiBkorper anzusehen. 

Der direkte Nachweis des Auftretens von Essigsiure bei 
bestimmten Abbauvorgingen muBte daher von ebenso grobem 
Interesse sein, wie die weiteren Schicksale, die sie bis zu ihrer 
volligen Verbrennung zu Kohlensiure und Wasser erleidet. 
Ich habe im AnschluB an die oben erwiahnte Arbeit von 
Embden und Oppenheimer auf Veranlassung von Prof. Emb- 
den versucht, ob sich nach der Durchblutung der Leber unter 
Brenztraubensaurezusatz Essigsiurebildung nachweisen abt, 
konnte aber keine Anhaltspunkte dafiir gewinnen und wandte 
mich zunachst der Frage zu, ob dem Durchstrémungsblute 
zugesetzte Essigsiure verschwindet. Das ist nun in der Tat 
der Fall, wie aus der nachstehenden Tabelle I hervorgeht. 
(Versuche 1 und 2.) 
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1) Embden und Michaud, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol 
11, 332. 

2) Dakin und Wakeman, Journ. of Biolog. Chem. 6, 373. 

8) In Frage kommen das Leucin, Phenylalanin, Tyrosin und unter 
gewissen Umstanden anscheinend auch das Isoleucin. 
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Spalte 4 gibt die Menge der zum Durchblutungsblut in 
Form ihres Ammonsalzes zugesetzten Essigsiure an. Die Er- 
gebnisse der Essigsiurebestimmungen im Blute A (vor der 
Durchblutung) und im Blute B (nach 1 stiindiger Durchblutung) 
gehen aus den Spalten 5 und 6, die unmittelbar vergleichbar 
sind, hervor. Wie man sieht, ist in beiden Versuchen der 
Essigsiuregehalt des Blutes B weitaus geringer als der des 
Blutes A. In den Kolonnen 7 und 8 sind die Essigsiurewerte 
der beiden vorhergehenden Spalten auf die gesamte bei der 
Durchstrémung verwendete Blutmenge umgerechnet. In Ver- 
such 1 sind von 1,43 g am Anfang vorhandener Essigsaure 
am Ende des Versuchs nur noch 0,11 g nachweisbar; 1,32 g 
oder 90°/, der urspriinglich vorhandenen Essigsaure sind also 
verschwunden (Kolonne 9 und 10). In Versuch 2 ist die Menge 
der verschwundenen Essigsiiure nur um wenig geringer als in 
Versuch 1; in Prozenten des Ausgangswertes (30°/,) ist die 
Essigsiureabnahme hier allerdings erheblich geringer. Ein dritter 
Versuch, der im Prinzip zu einem ganz ahnlichen Ergebnis 
fiihrte, konnte in die Tabelle wegen Unzuverlissigkeit des A-Wertes 
keine Aufnahme finden. 

Von Interesse ist noch ein Vergleich der Spalten 4 und 7, 
in denen sich die Mengen der zugesetzten Essigsaure und der 
aus der Essigsiurebestimmung im Blut A berechneten Essig- 
siure verzeichnet finden; wie man sieht, stimmen in beiden 
Versuchen die Werte ausreichend miteinander iiberein, wenn 
auch die an den Blutfiltraten vorgenommenen Bestimmungen 
ein wenig zu geringe Werte lieferten. 

Der Essigsiuregehalt der durchbluteten Leber wurde 
mehrfach am Schlusse des Versuches bestimmt und nach Abzug 
der dem in ihr enthaltenen Blut angehérigen Essigsaiure stets 
erheblich geringer gefunden, als einer gleichmaBigen Verteilung 
zwischen Blut und Leber entsprechen wiirde. 

Rinderblut als solches scheint nicht imstande zu _ sein, 
Essigsiure zum Verschwinden zu bringen; wenigstens ergab ein 
Versuch, in dem Rinderblut mit einer unseren Durchblutungs- 
versuchen entsprechenden Menge Natriumacetats 2 Stunden bei 
40° gehalten wurde, keine Abnahme der Essigsaure: 

Filtrat A: 0,347 g Essigsaure 
” B: 0,343 » . 
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Der zugesetzten Natriumacetatmenge wiirde ein Essig- 
siurewert von 0,331 g entsprechen. 

Uber das Schicksal der verschwundenen Essigsiiure be- 
sagen diese Versuche natiirlich nichts. 

In den Versuchen von Embden und Oppenheimer’) 
trat die Acetessigsiurebildung aus Brenztraubensaure nicht mit 
volliger RegelmaBigkeit ein, was, wie bereits oben erwahnt, 
darauf zuriickgefiihrt wurde, daB die Hauptmenge des Acet- 
aldehyds weiter zu Essigsiure oxydiert werde. Es lag sehr 
nahe, zu untersuchen, ob diese Umwandlung des intermediir 
aus Brenztraubensiure gebildeten Aldehyds in Essigsiure durch 
Zusatz von Essigsiure zum Durchstr6mungsblute gehemmt werden 
koénnte. Eine solche hemmende Wirkung wiirde zu erwarten 
sein, wenn die Umwandlung von Acetaldehyd in Essigsiure 
den Charakter einer Gleichgewichtsreaktion hatte, also reversibe! 
ware. 

Ehe ich an Leberdurchblutungsversuche mit gleichzeitigem 
Zusatz von Essigsiure und Brenztraubensiure herantreten 
konnte, war es natiirlich notwendig, zu untersuchen, ob 
etwa Essigsiure allein auf den Umfang der Acetessigsaure- 
bildung in der Leber im Sinne einer Steigerung einwirkt. 

In zehn tibereinstimmenden Versuchen konnte ich 
feststellen, daB Essigsiurezusatz den Umfang der Acet- 
essigsiurebildung in der Leber ganz regelmaBig und 
ganz betrachtlich steigert. 

Die Versuche sind in Tabelle I], Versuch 3 bis 12, zusammen- 
gestellt; Spalte 5 gibt die Acetonbildung pro Liter Durchblutungs- 
blut, und zwar berechnet nach der Titration des Destillats aus saurer 
Lésung; die eingeklammerte Zahl ergibt den Acetonwert nach Re- 
destillation aus alkalischer Lésung. Die Acetonbildung schwankt 
zwischen 60 mg (Versuch 11) und 232 mg (Versuch 7). Essigsiure 
ist demnach als ein kraftiger Acetessigsiurebildner anzusehen. 
Wenn wir von dem besonders hohen Wert des Versuches 7 ab- 
sehen, in dem der Umfang der Acetessigsiurebildung von einer 
Hohe ist, wie sie nur bei Zusatz ganz weniger Substanzen er- 
reicht wird, kommt die Essigsiure in ihrer Fahigkeit, Acet- 
essigsiure zu bilden, etwa der Isovaleriansiure gleich. 


1) Embden und Oppenheimer, I. c. 
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Das Ergebnis meiner Versuche steht in ungeklirtem 
Widerspruch mit den Angaben von E. Friedmann’) der in 
zwei Versuchen, die, soweit ersichtlich, unter den von Embden 
und seinen Mitarbeitern gewihlten Bedingungen angestellt 
wurden, eine Einwirkung des Essigsiurezusatzes auf die Acet- 
essigsiurebildung nicht beobachten konnte. 


Tabelle IL. 











Versuchs-Nr. 
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10 
12 





Gewicht 
des Hundes 














Von Baer und Blum *) liegen iibrigens zwei Versuche 
mit Essigsiureverabreichung an phlorizinisierte Hungerhunde 
vor, aus denen die genannten Autoren folgern, daB der Essig- 
siure keine antiketogene Wirkung zukommt; ob die in der 
Tat recht hohen Acetonkérperwerte vielleicht gerade eine Folge 
der verabreichten Essigsiure sind, entzieht sich unserer Be- 
urteilung. 

In Versuch 9 wurde die aus 3000 ccm Filtrat B erhalt- 
liche Menge Dibenzalaceton unter den hier tiblichen Bedingungen 
bestimmt; es wurden 0,0374 g gewonnen, also das 1,9 fache 
von entsprechenden Leerversuchen. In Versuch 8 wurde neben 
der Bestimmung des Gesamtacetons im Blute B auch eine 


1) E. Friedmann, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 202. 

2) Ein Leerversuch mit dem gleichen Durchblutungsblute wie in 
Versuch 8 ergab 25 mg Aceton pro Liter Durchblutungsblut. 

3) Baer und Blum, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 86. 





3 | 4 5 6 i 
| 
Mal = Werte des Masuda- 
£2! Dem Durch- Gebildete | verfahrens. Destillat aus 
28 | blutungsblut zu- Menge Aceton je 250 ccm Blut redestill. 
a pro Liter : ’ 
2 » | gesetzte Menge owe ohne mit Bemerkunge: 
~3 Eesigeiure blutungsblut Silberoxyd. 
Verbrauchte com "9 
g | g mg Jodlésung 
211 | 2,2 als NH,-Salz, 63 (63) — — Versuchsdauer 
198 | do. 68 (68) is _ 53 Minuten 
3 | 812 | do. 103 (108) | —_ om 
| 145 | 2.2 als Na-Salz 64 (64) | 16,25 14,65 Hund hatte 3 Tage 
| 150 | do. 232 (219) | 48,85 48,9 gehungert 
| 155 do. | 86 (84) 18,95 17,85 Aceton aus Acet 
| 120 do. 75 (72) — _ essigsiure 64 mg 
| 175 | 2,6 als Na-Salz | 130 _— _ 
| 190 | 2,0 als Na-Salz | 60 (55) | — — 
| 163 | do. ; 81 — _ 
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solche des Acetons aus Acetessigsiure vorgenommen; die aus 
Acetessigsdure gebildete Acetonmenge betrug pro Liter 64 mg 
gegeniiber 84 mg Gesamtaceton. 

In drei Versuchen (6, 7 und 8) suchte ich festzustellen, 
ob bei der Durchstr6mung mit Essigsiure auBer Acetessigsiure 
und Aceton auch mit Wasserdampf fliichtige jodbindende Sub- 
stanzen aldehydartiger Natur auftreten. Ich wandte zu diesem 
Zwecke das kiirzlich von Masuda’) aus dem hiesigen Institut be- 
schriebene Verfahren an: Je 3000 ccm Filtrat B wurden destilliert; 
in Versuch 6 wurde das gewonnene Destillat ohne weiteres in zwei 
gleiche Teile geteilt, von denen der eine unter Zusatz von etwas 
Taleum, der andere mit frisch gefalltem Silberoxyd und Taleum 
redestilliert wurde. Wie aus den Angaben der Spalte 6 er- 
sichtlich ist, besteht zwischen der ohne und zwischen der mit 
Silberoxyd destillierten Bestimmung ein Unterschied von nicht 
weniger als 1,6 ccm %/,,-Jodlésung. Dieser Unterschied kann 
nicht durch fliichtige jodbindende Sauren bedingt sein, da der 
Acetonwert nach Redestillation aus alkalischer Lésung ebenso 
groB war, wie bei direkter Titration des aus saurer Losung ge- 
wonnenen Destillats. In den Versuchen 7 und 8 waren die 
Destillate, an denen die Bestimmungen nach Masuda _ vor- 
genommen wurden, aus alkalischer Lésung redestilliert. In 
Versuch 7 ist mit Silberoxyd zerstérbare fliichtige, jodbindende 
Substanz nicht nachweisbar, wahrend die in Versuch 8 zwischen 
den Bestimmungen mit und ohne Silberoxydzusatz gefundene 
Differenz von 1,1 ccm weit auBerhalb der Fehlergrenze der 
Methode liegt. 

Wenn die Tatsache, daB Essigsiure den Umfang der Acet- 
essigsiurebildung in der Leber unter den von Embden und 
seinen Mitarbeitern gewahlten Bedingungen regelmaBig um ein 
betrachtliches steigert, keinem Zweifel unterliegen kann, so ist 
die Deutung meiner Versuchsergebnisse sicher keine einfache. 

Bei weitem am wahrscheinlichsten erscheint es mir, daB die 
Essigsiure dadurch den Umfang der Acetessigsiurebildung ver- 
mehrt, daB sie den Abbau der Acetessigsiure hemmt. Eine zweite, 
von vornherein nicht auszuschlieBende Méglichkeit ist die, daB 
sie hemmeud auf die Oxydation von Acetaldehyd zu Essig- 


1) Masuda, diese Zeitschr. 45, 140. 


ees, 
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siure einwirkt (siehe oben), und daB deswegen bei dem Kohlen- 
hydratabbau in der isolierten Leber gebildeter Acetaldehyd in 
vermehrtem Umfang den Seitenweg zur Acetessigsiure ein- 
schligt (vgl. Embden und Oppenheimer). Beide Arten der 
Hemmung waren jedenfalls am einfachsten erklirbar durch die 
Annahme einer Gleichgewichtsreaktion. Wir wollen an dieser 
Stelle nur die erste der genannten Méglichkeiten besprechen 
und werden auf die zweite in einer folgenden Arbeit zuriick- 
kommen. 

Wenn der normale Abbau der Acetessigsiure zu Essigsiure 
fiihrt, und diese Reaktion den Charakter einer Gleichgewichts- 
reaktion hat, ihrem Wesen nach also reversibel ist, so laBt sich 
das am einfachsten durch folgende Formulierung ausdriicken: 
CH,—CO—CH,—COOH +- H,0 *, CH, —-COOH+-CH,—COOH. 

Eine derartige Formulierung besagt, daB man eine direkte 
Neubildung von Acetessigsiure aus der Essigsiure annehmen 
muB, wobei ein Molekiil Essigsiure mit einem zweiten unter 
Wasseraustritt zu Acetessigsiure zusammentreten wiirde; die 
Acetessigsiurebildung wiirde in diesem Falle also durch Acety- 
lierung der Essigsiure zustande kommen. Eine solche An- 
nahme liegt um so naher, als Acetylierungsprozesse im tieri- 
schen Organismus weit verbreitet sind, und nach einer von 
O. Neubauer und Warburg’) ausgefiihrten Untersuchung auch 
in der kiinstlich durchstr6mten Leber vorkommen k6nnen, 
wenngleich eine zur Verkettung zweier C-Atome fiihrende 
Acetylierung im Tierkérper bisher unbekannt ist. 

Wie bereits zu Eingang dieser Arbeit erwahnt, ist Essig- 
siure allem Anscheine nach ein auf dem Hauptweg des Ab- 
baus von Kohlenhydraten, Fetten und verschiedenen Eiweib- 
bausteinen gelegenes intermediiires Produkt, und gerade des- 
wegen ist es von vornherein mdglich, daB die Essigsiure hem- 
mend auf den Abbau sehr verschiedenartiger Substanzen ein- 
wirkt. Ob nun eine der von mir ins Auge gefaBten Méglich- 
keiten der Acetessigsiurebildung aus Essigsiure zutrifft oder 
nicht: die Tatsache der starken Einwirkung der Essigsaure auf 
den Umfang der Acetessigsiurebildung in der Leber ist viel- 
leicht nicht ohne praktische Bedeutung. Offenbar tritt bei 


1) Neubauer und Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, | 
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Zuckerkranken Essigsiure in vermehrter Menge auf, wie aus 
ihrem abnorm reichen Vorhandensein im Harne von Zucker- 
kranken hervorgeht. So gibt Rumpf') fiir einen Fall von 
Diabetes etwa 5 g Tagesausscheidung an, und aus den Zahlen 
von Herter und Wakeman’) berechnen sich (als Essigsiure) 
1,8 g fliichtige Fettsaure. 

Es ist zum mindesten sehr méglich, daB eine Anhaufung 
von Essigséure im Organismus von Zuckerkranken die Acidosis 
ungiinstig beeinfluBt, und es erscheint von vornherein nicht 
ausgeschlossen, durch Beseitigung dieser Substanz, etwa auf 
dem Wege der Einfiihrung leicht acetylierbarer K6rper, mit 
Erfolg therapeutisch auf die Acidose einzuwirken®). 

Derartige Versuche sowie die weitere Aufklirung des Che- 
mismus der Acetessigsiurebildung aus Essigsiure bilden den 
Gegenstand einer von Embden und mir in Angriff genommenen 
weiteren Versuchsreihe. 


Technik der Versuche. 


Die Durchblutung der Leber erfolgte in der im hiesigen 
Institut iiblichen Weise. Die Versuchsdauer betrug 1 Stunde, 
die Menge frischen defibrinierten Rinderblutes 1600 ccm, wo 
nicht ausdriicklich anderes vermerkt ist. Die Hunde hatten 
24 Stunden gehungert. 

Die Essigsiurebestimmung geschah nach der von 
Welde*) angegebenen Methode der Vakuumdampfdestillation; 
die tibergegangenen Sauremengen wurden titriert und als Essig- 
siure berechnet. Ich habe mich nochmals von der Richtigkeit 
der Angabe Weldes, daB Milchsiure nicht iibergeht, iiber- 
zeugt; ebenso gehen auch Brenztraubenriure und Oxybutter- 
siure nicht in nennenswerten Mengen iiber. Dagegen war in 
meinen Versuchen die Dauer der Versuche weit gréBer, als bei 
Weide angegeben ist: gelegentlich muBten die Destillationen 





1) Rumpf, Berl. klin. Wochenschr. 1895, 31/32. 

2) Herter und Wakeman, zitiert nach Neubauer-Huppert 
(11. Auflage) 197. 

3) Schon auf Grund der vorliegenden Untersuchungen diirfte es 
jedenfalls geboten erscheinen, Zuckerkranke mit Acidosis vor dem GenuB 
von Essigsiure in gréBerer Menge zu warnen. 

4) Welde, diese Zeitschr. 28, 504. 
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bis 12 Stunden ausgedehnt werden, bis sicher nichts mehr tiber- 
ging. Es lag dies wohl daran, daB ich mit groBeren Fliissig- 
keitsmengen als Welde zu arbeiten gezwungen war. In allen 
Fallen wurden die erhaltenen Destillate, die oft noch mit- 
gerissene Mengen Phosphorsiure enthielten, nochmals vorsichtig 
redestilliert. Das zweite Destillat war stets von Mineral- 
saiure frei. 

Im einzelnen ging ich folgendermaBen vor: 

Das Blut wurde nach Schenck enteiweiBt, die Filtrate 
waren also sechsfach verdiinnt; diese wurden entquecksilbert, 
und der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom verjagt. 
Aliquote abgemessene Filtratquanten wurden neutralisiert, mit 
Salzsiure wieder schwach angesiuert und zur Zerstérung der 
Acetessigsiure eine halbe Minute aufgekocht. Dann wurde 
nach Phosphorsiurezusatz die Essigsiure nach Welde be- 
stimmt. 

In einem Versuche wurde auf entstandene Ameisensaure 
gefahndet, ohne da® ihr Nachweis gelang. 

Die Acetonbestimmungen erfolgten ganz in der hier 
iiblichen Weise an 500 ccm des nicht entquecksilberten Filtrats. 

Die zu den Durchblutungsversuchen als Ammonsalz ver- 
wandte Essigsaiure war in den Versuchen 1 bis 5 verdiinnter 
Eisessig, dessen Menge durch Titration mit ®/,,-Natronlauge 
berechnet wurde. In den weiteren Versuchen wurde Natrium- 
acetat verwendet, dessen Reinheit aus folgender Krystallwasser- 
bestimmung hervorgeht: 


Fiir die Krystallwasserbestimmung angewandte 


RN ct Be gre A dead «tip dele 0,9874 g 
Gewicht der Substanz nach dem Trocknen bei 

108° zur Konstanz. ........-. 0,5956 g 
Daraus berechnete Wassermenge .... . 0,3918 g 


ee ee ng pk tee we 8 8 39,68°/, 
_o wn. os @ 6 Se @ ee & ad 39,70°/, 























Untersuchungen iiber Permeabilitaét und antagonistische 
Elektrolytwirkung nach einer neuen Methode. 
Von 
Jacques Loeb. 
(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research, New York.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1912.) 


I. 

Vor 12 Jahren fiihrte ich den Begriff der physiologisch 
aquilibrierten Salzlésung ein’). Als Beispiele derartiger Losungen 
diirfen das Seewasser oder eine Mischung von NaCl -+ KCl 
+ CaCl, in dem Verhiltnis dienen, in dem diese Salze im 
Seewasser enthalten sind. Die Notwendigkeit der Einfiihrung 
dieses Begriffes griindete sich auf die Tatsache, daB Lésungen 
von einzelnen Salzen, z. B. NaCl, in der Konzentration, in der 
dieses Salz im Seewasser enthalten ist, fiir die meisten Seetiere 
giftig sind, wahrend der Zusatz von kleinen Mengen gewisser 
anderer Salze, besonders der Salze mit zweiwertigem Kation, 
diese Giftigkeit verringert*). Physiologisch aquilibrierte Salz- 
lésungen sind nun solche, in denen die giftigen Wirkungen, die 
jedes Salz hatte, wenn es allein in Lésung ware, sich gegen- 
seitig aufheben; in denen m. a. W. der gegenseitige Antagonis- 
mus der einzelnen Bestandteile méglichst vollstandig ist. Die 
Frage entstand, was der Mechanismus dieser antagonistischen 
Salzwirkung ist. 

Vor 7 Jahren stellte ich die Hypothese auf, daB das Wesen 
der antagonistischen Salzwirkungen darauf beruht, daB die 


1) Amer. Journ. of Physiol. 3, 434, 1900. Abgedruckt in ,,Unter- 
suchungen iiber kiinstliche Pathogenese“, 8S. 99. Leipzig 1906, 

2) Amer. Journ. of Physiol. 3, 327, 1900; Arch. f. d. ges. Physiol. 88, 
68, 1901; Amer. Journ. of Physiol. 6, 411, 1902. 
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Lésung eines einzelnen Salzes, wenn seine Konzentration in 
der Lésung hoch genug ist, die Durchlassigkeit der Zellmembranen 
(oder der aiuBeren Membran von Eiern) erhéht und daB infolge- 
dessen das Salz in die Zellen eindringt und die dort statt- 
findenden chemischen Reaktionen oder die physikalischen Pro- 
zesse, oder beide, modifiziert*). Der Zusatz des antagonistischen 
Salzes hemmt nun nach dieser Ansicht diese Erhéhung der 
Durchgaingigkeit resp. verzogert die Geschwindigkeit, mit der 
diese Anderung eintritt. Eine physiologisch aquilibrierte Salz- 
lésung ist also danach eine Lésung, in der die spezifische, fiir 
die Erhaltung des normalen Lebens der Zelle geeignete 
Permeabilitét am lingsten, ev. dauernd, erhalten bleibt. 

Die beste Gelegenheit zur Untersuchung dieser antago- 
nistischen Salzwirkungen bieten nun Organismen, die in hohem 
Grade von der Konzentration des umgebenden Mediums un- 
abhingig sind, wie beispielsweise Fundulus. Eine Rethe von 
Versuchen an Fundulus, die ich in den letzten Jahren zum 
Teil im Verein mit H. Wasteneys ausgefiihrt habe, lassen sich 
leicht auf Grundlage der Theorie der antagonistischen Salz- 
wirkungen verstehen*). Von botanischer Seite ist diese Theorie 
von Osterhout angenommen worden, der neuerdings dieselbe 
durch eine sehr schéne Methode der elektrischen Widerstands- 
bestimmung an Laminaria gestiitzt hat’). 

Aber die Zahl der Beispiele, in denen eine direkte Stiitze 
gewonnen war, ist noch immer sehr beschrankt. Die beste 
Stiitze blieb nach wie vor die Tatsache, daB alle bisher ge- 
machten Beobachtungen mit der Theorie iibereinstimmen. Es 
war mir darum zu tun, mehr Beweismaterial zu finden und 
namentlich an dem Material, an dem die Theorie gewonnen 
war, nimlich am Ei von Fundulus, woméglich durch direkte 
Versuche den Nachweis zu fiihren, daB die antagonistische Salz- 
wirkung in der Tat auf einer mehr oder weniger vollstandigen 
Erhaltung der normalen spezifischen Durchgingigkeit der Zelle 
beruht. Dieser Nachweis ist mir nun auf Grund einer neuen 
Untersuchungsmethode am Ei von Fundulus gelungen. 





1) Arch. f. d. ges. Physiol. 107, 252, 1905. Vorlesungen iiber die 
Dynamik der Lebenserscheinungen, S. 81 u. ff. Leipzig 1906. 

2) Science 34, 653, 1911. 

3) Science 35, 112, 1912. 
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Dabei gelang es aber auch, eine andere Frage in den 
Bereich der Untersuchung zu ziehen, nimlich ob Lipoide oder 
EiweiBkorper fiir die Erscheinung der spezifischen Permeabilitat 
verantwortlich sind. Es werden Versuche angefiihrt, die dar- 
auf hinweisen, dais die Permeabilitit der Membranen fiir 
Wasser und Salze durch die EiweiBkérper der Membran be- 
stimmt ist. 

Die folgenden Versuche sind alle am befruchteten Ei von 
Fundulus angestellt, und die neue Methode griindet sich auf 
den Nachweis der Erhéhung des spezifischen Gewichtes der 
Eier unter dem EinfluB hypertonischer Lésungen. Um diese 
Versuche zu verstehen, muB der Leser im Auge behalten, dab 
das Ei von einer derben Haut umgeben ist, die im folgenden 
als Eihaut oder als Eimembran bezeichnet wird. Innerhalb 
dieser Membran befindet sich der Dottersack mit dem Embryo; 
der Dottersack steht in keinem Zusammenhang mit der Eihaut, 
sondern ist frei innerhalb derselben beweglich. Normal ist 
die Eihaut straff gespannt, was darauf hinweist, daB das Ei 
prall mit einer Fliissigkeit gefiillt ist. Wenn man nun dem 
Ei durch Diffusion Wasser entzieht, so diffundiert zuerst das 
Wasser zwischen der Membran und dem Dottersack, wodurch 
die Eihaut oft, aber nicht immer, kollabiert oder Deilen erhalt. 
Infolge der Erhéhung des osmotischen Druckes der Fliissigkeit 
zwischen Eihaut und Membran wird dann dem Dotter Wasser 
entzogen und derselbe schrumpft. Diese Schrumpfung fiihrt 
zur Erhéhung des spezifischen Gewichtes des Eies. Auf diese 
Erhoéhung des spezifischen Gewichtes des Eies griindet sich die 
neue, sehr bequeme Methode zur Untersuchung der Permeabilitat 
der Eihaut von Fundulus. 

Die Eier von Fundulus haben normalerweise ein spezi- 
fisches Gewicht, das erheblich héher ist als das von Seewasser; 
es liegt zwischen dem einer "/, und **/, m-NaCl-Lésung. Bringen 
wir die Eier in eine Lésung, deren spezifisches Gewicht iiber 
der eben erwahnten Grenze liegt, so werden sie so lange an 
der Oberfliche der Lésung schwimmen, als ihr spezifisches Ge- 
wicht niedriger ist als das der Lésung. Wire nun die Durch- 
gangigkeit der Eihaut unverinderlich, so sollte der Zeitpunkt 
des Sinkens abhangen 1. vom osmotischen Druck der um- 


gebenden Lésung und 2. vom spezifischen Gewicht derselben. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 9 
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Je gréBer der Unterschied des osmotischen Druckes der um- 
gebenden Lésung und der Fliissigkeit im Ei, um so rascher 
muB8 das letztere Wasser verlieren; je héher das spezifische 
Gewicht der umgebenden Lésung, um so linger wird es dauern, 
bis das Ei genug Wasser verloren hat, um zu sinken. Wir 
sehen aber, daB fiir die Geschwindigkeit des Sinkens an erster 
Stelle eine ganz andere Variable ausschlaggebend ist, nimlich 
die Natur der Lésung, in der die Eier sich befinden. 
Das weist darauf hin, daB die Permeabilitét der Eihaut nicht 
konstant ist, sondern daB dieselbe durch die Lésung, in der 
sich das Ei befindet, modifiziert wird. 

Im ersten Teil dieser Arbeit wollen wir nun zeigen, 
daB in bezug auf die Geschwindigkeit des Sinkens ein 
prinzipieller Unterschied zwischen physiologisch aqui- 
librierten Lésungen und nicht aquilibrierten Lésungen 
besteht. In den letzteren sinken die Eier im all- 
gemeinen rasch, in den ersteren sehr langsam, was 
wir auch auf Grund unserer Theorie der antagonisti- 
schen Salzwirkungen erwarten sollten. 

Was nun die Methode der Versuche im einzelnen betrifft, 
so bestand sie darin, daB verschiedene Lésungen in Reagens- 
gliser und je vier befruchtete Eier von Fundulus in je eine 
solche Lésung gebracht wurden; dann wurde die Zeit gemessen, 
wahrend der die Eier an der Oberfliche der Lésung schwammen. 
Diese Lésungen muBten hypertonisch sein, d. h. ihre Konzen- 
tration muBte hédher sein als die des Seewassers oder einer 
m/, bis °/, m-NaCl-Lésung, denn sonst konnte das Ei kein 
Wasser verlieren. Andererseits durfte das spezifische Gewicht 
der Lésungen nicht so hoch sein, daB auch ein sehr starker 
Wasserverlust die Eier nicht zum Sinken bringen konnte. Es 
wurden deshalb Lésungen gewahlt, die zwischen beiden Extremen 
lagen, beispielsweise 3 m Lésungen von NaCl (mit dem spezi- 
fischen Gewicht von 1,1303). 

Es wurden nicht frisch befruchtete Eier benutzt, sondern 
Eier, die mindestens schon 3 Tage vorher befruchtet waren und 
einen Embryo mit Kreislauf besaBen. Ehe die Eier in die 
Reagensgliser gebracht wurden, wurden sie zweimal in destil- 


liertem Wasser gewaschen. 
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II. Das spezifische Gewicht der Funduluseier. 


Lésungen verschiedener Stoffe wurden hergestellt, um zu 
ermitteln, in welchen Lésungen die Eier sofort, d. h. in weniger 
als 5 Minuten zu Boden sinken. Um die Beobachtung zu er- 
leichtern, wurden die Lésungen in Reagensgliiser gebracht. 
Unter jeder Lésung der folgenden Tabelle ist die Dichtigkeit 


angegeben. 
Die Eier von Fundulus 


sinken sofort in schwimmen in 


11/, m-NaCl 
d == 1,0580 
2°/, m-KCl 

d= 1,0613 
*/, m-MgSO, 
d = 1,0625 


*/, m-MgCl, 
d = 1,0609 


12/, m-NaCl 
d = 1,0634 
##/, m-KCl 
d = 1,0739 
*/, m-MgSO, 
d = 1,0945 
*/, m-MgCl, 
d= 1,0819 


0.6 m-Rohrzucker 
d — 1.08911 


0,4 m-Rohrzucker 
d = 1,05368 


Das spezifische Gewicht der Funduluseier ist also ein wenig 


niedriger als 1,0634. Die Lésungen, in die die Eier gebracht 
wurden, um zu ermitteln, wie rasch ihr spezifisches Gewicht 
zunimmt, hatten ein erheblich héheres spezifisches Gewicht, 
namlich 3 m-NaCl (d = 1,1303), #°/, m-CaCl, (d = 1,1233) oder 
20/, m-CaCl, (d= 1,2641) usf. 


III. Die Entwicklung und Anderung des spezifischen Gewichtes 
der Funduluseier in Lésungen von (NaCl -+- KCl -+- CaCl,) ver- 
schiedener Konzentration. 

Die Mischungen von NaC] + KCl -+- CaCl, sind stets in 
dem Verhiltnis hergestellt, in dem diese drei Salze im See- 
wasser enthalten sind, d. h. 100 Molekiile NaCl auf 2,2 Mole- 
kiile KC] und 1,5 Molekiile CaCl,. Eine solche Lésung ist eine 
physiologisch aquilibrierte Salzlésung, da die Giftwirkungen von 
KCl durch NaCl und CaCl, und die von NaCl durch KCl und 
CaCl, antagonisiert werden. Wir wollen nun zuniachst zeigen, 
daB in Lésungen dieser Art von hohem osmotischen Druck die 
spezifische Undurchgingigkeit der Eihaut von Fundulus gar 


nicht oder nur langsam geandert wird. 
g* 
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Wenn man eine solche Mischung verschiedener Konzen- 
tration von */, bis 2'/, m herstellt und frisch befruchtete Eier 
in dieselben bringt, so findet man, daB dieselben sich bis zu 
Lésungen von **/, m zu Embryonen entwickeln’). In Lésungen 
bis zu ™/, m schliipften auch die Fische aus, und zwar ein um 
so groéBerer Prozentsatz, je geringer die Hypertonie der Lésung 
war. In Lésungen dieser drei Salze von **/, m und dariiber 
schliipfte kein Fisch mehr aus. 

Wie ich vor vielen Jahren zeigte, sind die Fischeier in 
den ersten 24 Stunden empfindlicher gegen hohe Konzentra- 
tionen als spater, und zwar diirfte das daran liegen, dafs spater 
die Membran oder Micropyle undurchgangiger wird. Wenn man 
3 Tage alte Fischeier in eine 24/, m-Lésung von NaCl -+- KCl 
-+- CaCl, bringt, so bleiben dieselben eine Reihe von Tagen, 
manchmal 11 Tage und dariiber, am Leben. Die Zirkulation 
bleibt wahrend dieser Zeit im schénsten Gange. 

Auch in destilliertem Wasser entwickeln sich die Eier 
volistandig und schliipfen aus. Es wurden nun Eier, die sich 
2 Tage lang in destilliertem Wasser befunden hatten, pl6tzlich 
in eine 2*/, m-Lésung von NaCl-+- KCl -+ CaCl, gebracht. Die 
Embryonen lebten nahezu ebenso lange in dieser Lésung, wie 
die aus Seewasser iibertragenen. 

Diese und ahnliche Beobachtungen lassen sich unter folgen- 
den zwei Voraussetzungen verstehen. 1. Bei Konzentrationen 
von Null bis etwa */, m oder allenfalls '°/, m-NaCl -+- KCl +-CaCl, 
ist die Eihaut von Fundulus praktisch undurchgangig fiir Wasser 
und die in der Lésung (NaCl -+- KCl -+- CaCl,) sowie die in dem 
Embryo enthaltenen Salze. 2. Bei héheren Konzentrationen 
wirkt diese Lésung langsam schadigend auf die Eihaut, wodurch 
dieselbe ihre Undurchgangigkeit fiir Wasser und Salze allmahlich 
einbiiBt, und zwar um so rascher, je héher die Konzentration 
der Lésung ist. 

Um nun diese Ansicht zu priifen, wurden die Eier in 
eine Reihe von Reagensglisern mit folgenden Lésungen von 
NaCl + KCl-+ CaCl, gebracht: %/,, ™/,, 3/,, *°/,, ™/,, **/,, 
16/., ™8/, und */,m. In jedes Reagensglas wurden dann je 


1) Der osmotische Druck des Seewassers in Woods Hole liegt 
zwischen dem einer 4/, und ®/, m-Lésung von NaCl-+- KCl + CaCl,. 
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vier Funduluseier derselben Kultur gebracht, die neun Tage 
vorher befruchtet waren und alle einen lebenden Embryo hatten. 
In der *°/, m-Lésung sanken die Eier sofort, in den iibrigen 
blieben sie zunachst an der Oberfliche. Es war nun die Ab- 
sicht, herauszufinden, wie lange die Eier oben schweben wiirden. 
Tabelle I gibt die Zahl der oben schwimmenden Eier nach 
verschiedenen Intervallen an. 


Tabelle I. 





Zahl der oben schwimmenden Eier in 
1fy | My | Wy | My | M/y | 18Yy | My | 1%/y |2%/ym 
NaCl + KCl + CaCl, 


Nach 
Tagen 


‘ 
c 





Eine Untersuchung der Eier, die am Boden lagen, ergab 
eine Schrumpfung des Dotters, die um so betrichtlicher war, 
je hoher die Konzentration der Lésung. Die Eier waren 
aber am 5. Tage praktisch alle am Leben und die Zirkulation 
noch im schénsten Gange. Es kann also eine Schrumpfung 
und ein Sinken der Eier stattfinden, ohne daf die Eier ab- 
sterben. Diese Tatsache muB im Hinblick auf die spiater zu 
erwahnenden Beobachtungen hier betont werden. 

Aus diesen Versuchen diirfen wir schlieBen, da’ in der 
Tat in hypertonischen Lésungen von NaCl — KCl -+- CaCl, bis 
zu *°/, m die spezifische Undurchgingigkeit der Eier von Fun- 
dulus eine Reihe von Tagen erhalten bleibt. 

Es wurden nun Versuche mit Lésungen derselben Art, aber 
héherer Konzentrationen angestellt, namlich mit 3, 4 und 5 m- 
Lésungen von NaCl + KCl -+ CaCl, in dem Verhiltnis, in dem 
diese Salze im Seewasser enthalten sind. In der 5 m-Lésung 
sanken zwei Eier bereits nach 2 Stunden und die beiden anderen 
kurz darauf. In allen Eiern in dieser Lésung war nach 2 Stunden 
der Dotter stark geschrumpft. Die Eier in 4 m-(NaCl + KCl 
-++ CaCl,) sanken erheblich langsamer, zwei Eier erst nach 
24 Stunden. Die Eier in 3 m-(NaCl -+- KCl -+- CaCl,) lebten 
aber fast ebenso lange und schwammen nahezu ebenso lange 
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an der Oberfliche wie in einer 2*/, m-(NaCl +- KCl -+- CaCl,), 
d. h. 3 Tage oder langer. 

Obwohl also eine 5 m-Lésung ein viel héheres spezifisches 
Gewicht besitzt als eine 3 m-Lésung, sinken die Ejier doch in 
der 5 m-Lésung in wenig tiber 2 Stunden, wahrend sie in der 
3 m-Lésung 3 Tage oder linger an der Oberflaiche schwimmen. 
Wir miissen daraus den Schlu® ziehen, daB eine 5 m-Lésung 
von NaCl -- KCl —- CaCl, die Durchgingigkeit der Eimembran 
rasch erhéht und da infolgedessen Wasser aus dem Ei aus- 
tritt und vielleicht etwas Salz eintritt. Was bei dieser kriti- 
schen Konzentration rasch geschieht, geschieht bei niedrigen 
Konzentrationen derselben Mischung ebenfalls, aber langsamer. 

Wir wollen nun zeigen, daB eine physiologisch nicht iqui- 
librierte Lésung die Durchgiingigkeit der Membran schon bei 


relativ niedriger Konzentration rasch erhéht. 


IV. Die Anderung des spezifischen Gewichtes der Eier in 
reinen NaCl-Lésungen verschiedener Konzentration. 
Die hier zu beschreibenden Versuche waren gleichzeitig 
und mit demselben Material angestellt, das auch zu den vorigen 
Versuchen benutzt wurde. Es wurden 7/, bis *°/, m-NaCl- 
Lésungen in verschiedene Reagensgliser und in jedes Reagens- 
glas vier Funduluseier gebracht. In den 1°/, und ™/, m-NaCl- 
Lésungen sanken die Eier sofort, weil natiirlicherweise ihr 
spezifisches Gewicht etwas gréBer ist als das einer ™/, m-NaC'- 





Lésung. 
Tabelle IL. 
Nach Zahl der oben schwimmenden Eier in 
Bimaten Jay oy | a | 9 | Ma | ta | th | [fe mao 
2 ojsialalaltlal a] 4 4 
3 0 3 4 4 4 4 4 4 
64 2 3 4 4 | 4 | 4 3 
139 2/8 ;4/4]4]1 1 
240 o'2'38i]2]11!0 0 
480 2 pre? 1 | 0 0 





Am niachsten Morgen waren alle Eier unten. 
Es wurde nun ein Versuch mit 5, 4 und 3 m-NaCl an- 
gestellt. In 2 Stunden waren die Eier in 5 und 4 m-Nat! 
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alle zu Boden gesunken, die in 3 m-NaCl noch nicht, aber die 
Dotter waren bereits geschrumpft und die Embryonen waren 
tot (das Herz stand still). Nach ahnlichen Versuchen diirfen 
wir schlieBen, daB die Eier kurz darauf zu Boden sanken, ob- 
wohl die Untersuchung hier ein paar Stunden unterbrochen 
wurde. Als die Eier in 3 m-NaCl wieder beobachtet wurden, 
lagen sie am Boden. 

Wir sehen also, dafi schon eine relativ niedrige Konzen- 
tration von NaCl die Durchgiingigkeit der Eihaut sehr rasch 
erhéht. Wir sehen ferner, daB in den héheren Konzentrationen 
von NaCl die Eier trotz des hoéheren spezifischen Gewichtes 
der Lésung rascher sinken als in der niedrigen Konzentration. 
In Tabelle Il sinken die Kier in einer *°/, m-NaCl-Lésung alle 
in weniger als 4 Stunden, wihrend in der '*/, m-NaCl-Lésung 
noch zwei Eier nach 8 Stunden schwimmen. Nirgends aber 
schwimmt ein Ei 24 Stunden lang. Dem Sinken ging wie 
immer ein Schrumpfen des Dottersackes voraus. Es fand also 
sicher ein Austritt von Wasser aus der Eihaut statt. Wahrend 
aber in einer *°/, m-Lésung von NaCl-- KCl-—- CaCl, der zum 
Sinken erforderliche Austritt von Wasser in etwa 3 bis 5 Tagen 
stattfindet, findet derselbe in der *°/, m-NaCl-Lésung in ebenso 
viel Stunden oder noch weniger statt. Dieser Unterschied in 
der Geschwindigkeit des Wasseraustrittes in der physiologisch 
aquilibrierten Lésung (NaCl +- KCl] +- CaCl,) und in der nicht 
aiquilibrierten Lésung (NaCl) kann nur darauf beruhen, daB die 
reine NaCl-Lésung die natiirlicherweise fiir Wasser fast un- 
durchgingige Eimembran fiir Wasser rasch durchgiingig macht, 
wahrend diese Erhéhung der Durchgangigkeit in der physio- 
logisch aquilibrierten Lésung nur langsam eintritt. 

Wahrend nun in den Lésungen von NaCl + KCl -- CaCl, 
der Embryo meist noch am Leben ist, wenn die Eier schon 
sinken, ist in den reinen NaCl-Lésungen das umgekehrte der 
Fall; die Embryonen sterben meist schon, ehe der Dotter so 
weit geschrumpft ist, daB das Ei sinkt. Dieser Unterschied 
findet m. E. seine Erklarung darin, daB nicht nur die Durch 
gingigkeit der Membran fiir Wasser erhOht wird, sondern, wenn 
auch in geringerem Grade, diejenige fiir Salze. Wenn nun die 
reine NaCl-Lésung in das Ei eindringt, so tétet das den Embry« 
natiirlich rascher, als wenn NaCl -- KCl +- CaCl, eintritt. 
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Wir verstehen auch aus diesen Versuchen, warum allgemein 
Lésungen hoher Konzentration Cytolyse der Zellen verursachen. 
Uber eine gewisse Konzentration hinaus zerstért eben jede 
Lésung die spezifische Permeabilitét einer Membran, und zwar 
um so rascher, je héher die Konzentration. 


V. Die Anderung des spezifischen Gewichtes der Kier von 
Fundulus in Lésungen von CaCl,. 

Die Versuche mit CaCl, gaben ein ganz unerwartetes 
Resultat: Die befruchteten Eier fingen in den Lésungen von 
héherem spezifischen Gewicht schon in etwa */, Stunde an zu 
sinken. Eier, die vor drei Tagen befruchtet waren, wurden in 
S/es “ler 2/5: 22/5, 24/, 18/4, 1°/, und */, m-Lésungen von CaCl, 
gebracht. In einer ™/,-CaCl,-Lésung sinken alle Eier sofort; 
in einer */, m-Lésung sinken einige, wiahrend andere schwimmen; 
in den starker konzentrierten Lésungen schwammen sie an der 
Oberfliche. Nach 25 Minuten beginnen die ersten Eier zu 
sinken’), und 6 Minuten spiter sind die Eier in allen GefaBen 
im Sinken oder am Boden. Obwohl der Vorgang sehr rasch 
verliuft, kann man doch feststellen, daB in den niedrigen Kon- 
zentrationen von CaCl,, namlich */,, *°/, und '/,m die Eier 
ein wenig spiter zu sinken beginnen als in den starker kon- 
zentrierten Loésungen. 

Verfolgt man nun das Verhalten eines 8 Tage alten 
Embryos unter dem Mikroskop, wahrend derselbe einer *°/, m- 
CaCl,-Lésung ausgesetzt ist, so beobachtet man, da8 sich fast 
sofort Dellen in der Eimembran bilden (was auf einen Fliissig- 
keitsaustritt hinweist); diese Dellen konnen aber spater wieder 
verschwinden. Der Embryo macht ploétzlich sehr lebhafte Be- 
wegungen, die auf ein Eindringen von CaCl, in das Ei hin- 
weisen. In etwa 10 bis 15 Minuten hdért schon die Zirkulation 
und bald auch der Herzschlag auf. Inzwischen hat auch die 
Schrumpfung des Dotters begonnen, die nun rasch weiter- 
schreitet. Wir miissen daraus schlieBen, daB hypertonische 


1) Es sei hier bemerkt, daB der Zeitpunkt, in dem das Ei ein 
gréBeres spezifisches Gewicht erreicht als die Lésung, in der es sich be- 
findet, oft dadurch der Aufmerksamkeit entgeht, da&B die Oberflachen- 
spannung das Ei am Sinken hindert. Deshalb ist es nétig, von Zeit zu 
Zeit die Reagensglaser leicht zu schiitteln. 
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Lésungen von CaCl, die Eihaut in wenigen Minuten durch- 
gingig machen, da infolgedessen Wasser aus dem Ei tritt, 
wodurch der Dotter zum Schrumpfen kommt, und daB etwas 
CaCl, in das Ei tritt und den Embryo rasch tétet. Die Erfahrung, 
daB CaCl, schon in so niedriger Konzentration die Durch- 
lassigkeit der Eihaut so rasch erhoht, ist tiberraschend im Hin- 
blick auf die Erfahrungen der Botaniker. Ich vermute aber, 
daB die Aussagen der letzteren sich auf CaCl,-Lésungen ge- 
ringerer Konzentration beziehen. Ich habe ja schon in einer 
friiheren Arbeit darauf hingewiesen, daB CaCl, in niedrigerer 
Konzentration die entgegengesetzte Wirkung hat, welche ihm 
in héheren Konzentrationen zukommt; in niedrigen Konzen- 
trationen verringert es die Durchgangigkeit, wahrend es in 
hdheren Konzentrationen dieselbe erhdht’). 


VI. Beweis, daB die antagonistische Salzwirkung auf der 
Erhaltung der spezifischen Durchlissigkeit der Kihaut beruht. 


In friiheren Arbeiten habe ich gezeigt, dab, wenn wir 
frisch befruchtete Eier von Fundulus in eine °/, m-NaCl- 
Lésung bringen, das Ei so rasch getétet wird, daB kein 
Embryo gebildet wird; daB, wenn wir aber eine sehr kleine, 
aber bestimmte Menge eines Erdalkalisalzes zusetzen, alle Eier 
Embryonen bilden. Wir wollen nun zeigen, dab der Zusatz 
eines solchen Salzes zu einer NaCl-Lésung die Erhéhung der 
Durchgangigkeit der Eihaut hemmt, die durch das NaC! allein 
herbeigefiihrt wird. 

Wir stellen folgenden Versuch an, den ich vielen Be- 
suchern gezeigt habe und der ein nie versagender Demon- 
strationsversuch ist. Drei Lésungen werden in drei Reagens- 
gliser a, b und c verteilt. In a befindet sich eine 3 m-NaCl- 
Lésung, in b eine *°/, m-CaCl,-Lésung, und in ¢ eine Mischung 
von 48 ccm 3 m-NaCl -+ 2 cem *°/, m-CaCl,. In jedes Reagens- 
glas kommen 4 Eier von Fundulus, welche etwa 3 bis 10 Tage 
vorher befruchtet waren. Zunichst schwimmen die Eier in 
allen 3 GefiBen an der Oberfliche. In 30 Minuten sind alle 
4 Eier in b (°/, m-CaCl,) am Boden; die Dotter der Eier sind 
stark geschrumpft, die Embryonen tot. Nach wenigen Stunden 


1) Diese Zeitschr. 39, 194, 1912 
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Poe 


(etwa 3 in der Regel) sind in a (3 m-NaC\l) alle 4 Embryonen 
tot und die Dotter geschrumpft, und die Eier sind am Boden. 
In ¢ (48 com 3 m-NaCl-+- 2 cem *°/, m-CaCl,) sind alle 4 Eier 
noch nach 3 bis 4 Tagen am Leben und an der Oberfliche. 
Nach 3 Tagen ist oft noch keine Schrumpfung dieser Eier be- 
merklich und die Herztiitigkeit und die Zirkulation sind noch 
im Gange. Also bei den Eiern, die sich in der physio- 
logisch Aquilibrierten Lésung (48 ccm 3 m-NaCl -+- 2 cem 
10/, m-CaCl,) befinden, tritt die Erhohung des spezifischen Ge- 
wichts, die zum Sinken fiihrt, erst nach etwa 3 bis 4 oder 
allenfalis 5 Tagen ein, wahrend sie in der *°/, m-CaCl,-Lésung 
nach 30 Minuten, in der 3 m-NaCl-Lésung in etwa 90 bis 
180 Minuten eintritt. 

Wir sehen also, daB in diesem Versuch sowohl die ?°/, m-CaCl,- 
Lésung als auch die 3 m-NaCl-Lésung jede fiir sich den 
Embryo rasch tétet und den Dottersack in weniger als 1 resp. 
3 Stunden zum Schrumpfen und damit das Ei zum Sinken 
veranlaBt, waihrend die Mischung beider Lésungen im Verhaltnis 
von 25ccm 3 m-NaCl--1 cem **/, m-CaCl, die Embryonen am 
Leben erhalt, und das Schrumpfen des Dottersackes und da- 
mit das Sinken der Eier verhindert. 

Hier ist nun anscheinend eine Schwierigkeit vorhanden, 
namlich, daB eine '°/, m-CaCl,-Lésung allein die Durchlassig- 
keit rascher erhéht als eine 3 m-NaCl-Lésung, und daB trotz- 
dem der Zusatz von einer kleinen Menge von CaCl, zu NaCl 
die Durchgangigkeitserhéhung hindert, welche das NaCl allein 
hervorrufen wiirde. Ich glaube, daB dieser scheinbare Wider- 
spruch seine Erledigung findet in der Tatsache, auf die ich 
schon friiher hingewiesen habe, daS CaCl, in niedriger Kon- 
zentration eine schiitzende Wirkung ausiibt, wihrend es in 
héherer Konzentration die Membran schidigt. Wenn wir 
teem *°/, m-CaCl, zu 24 ccm 3 m-NaCl zufiigen, so ist die 
Konzentration des CaCl, in der Mischung ™/,,. In dieser 
Konzentration hat das CaCl, aber nur eine schiitzende Wirkung 
auf die Membran. Die Tatsache, daf die schidliche Wirkung 
einer Salzlésung auf die Membran eine Funktion der Kon- 
zentration ist, wird ja in all diesen Versuchen klar. 

Wir wollen nun zeigen, daB auch die Salze der anderen 
Erdalkalimetalle, SrCl,, MgCl, und BaC!,, die das NaCl zu ent- 


























Permeabilitat und antagonistische Elektrolytwirkung 139 


giften imstande sind, auch die Durchiassigkeitserhohung de 
Eihaut durch NaCl hemmen. 

Es wurden je 4 Eier (9 Tage nach der Befruchtung) in 
SrCl, verschiedener Konzentration gebracht. In einer */, m- 
SrCi,-Lésung sinken die Eier sofort, in Lésungen von */,m 
und dariiber schwimmen dieselben an der Oberflache. 


Tabelle IIL. 





Zah! der oben schwimmenden Eier in 





Nach : ; 
#/,. | %y | 8/g | 2%/s 12/, | 14/, | 16/,  18/, | 20/, m-SrCl, 
1 Stunde 4 4 4 4 2 0 0 1 4 
3 Stunden 4 4 0 0 0 0 2 
22 S 4 0 0 


Die Eier beginnen in den Lésungen hoéherer Konzentration 
rascher zu sinken als in den niedrigeren Konzentrationen, was 
woh! darauf hinweist, daB die Verringerung der Durchlassig- 
keit der Eihaut um so rascher eintritt, je héher die Kon- 
zentration ist. Daf die '*/, und *°/, m-Lésungen eine schein- 
bare Ausnahme bilden, ist nur durch das hohe spezifische Ge- 
wicht dieser Lésungen bedingt. Die Eier waren nimlich stark 
geschrumpft. Es ist beachtenswert, daB eine */, m-Lésung von 
SrC], das Ei weniger rasch tétet als eine */, m-CaCl,-Lésung. 
Es wurde nun untersucht, ob der Zusatz von SrCl, zu einer 
3 m-NaCl-Lésung das Sinken der Eier in dieser Lésung zu 
hemmen imstande sei. Zu dem Zwecke wurden in eine Reihe 
von Reagensglasern die in der folgenden Tabelle angegebenen 
Mischungen von 3m-NaCl und ™ 


, m-SrCl, gebracht und zu 


jeder Lésung 4 Eier zugesetzt. 


Tabelle IV. 





Zahl der oben schwimmenden Eier in 50ccm 3m 
NaC] + 
Nach 0 0.1 0.2 0.4 0.8 1,6 3,2 
ecm 1°/, m-SrCl, 
2 Stunden 2 3 3 4 4 4 4 
4 - 50 Min 0 0 3 3 4 4 4 
22 - 0 0 1 3 4 
2 Tagen 0 2 4 
3 bal ? } 
4 0 
oY > 
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Man sieht also, daB der Zusatz von 3,2 ccm *°/, m-SrCl, 
zu 50 ccm 3 m-NaCl die schidigende Wirkung der letzteren 
Lésung auf die Eihaut fast in demselben MaBe vermindert. 
wie der Zusatz von CaCl,, Wie im Falle von CaCl, besteht 
auch hier die schiitzende Wirkung von SrCl, darin, daB seine 
Gegenwart die Erhéhung der Durchlassigkeit der Eihaut fiir 
Wasser und Salze, die durch 3 m-NaCl rasch herbeigefiihrt 
wiirde, hemmt. 

In den friiheren Versuchen iiber die Hemmung der Gift- 
wirkung einer reinen NaCl-Lésung auf Fische durch die Salze 
zweiwertiger Kationen zeigte es sich, daB die entgiftende Wir- 
kung von CaCl, und SrCl, nahezu gleich war, daB aber die 
von MgCl, und besonders von BaCl, erheblich geringer war. 
Es wurde untersucht ob sich ein ahnlicher Unterschied auch 
in den Versuchen iiber die Erhéhung des spezifischen Gewichtes 
der Eier nachweisen lieBe. 

Bringt man die Eier in MgCl,-Losungen von verschiedener 
Konzentration, so benehmen sie sich ahnlich wie in den CaCl,- 
Lésungen. Je vier Eier wurden in */,, */,, °/,, °/,, *°/,, 3/,; 
14/,, 1¢/, und *°/, m-MgCl, gebracht. In */, und */, m-MgCl, 
sinken die Eier sofort und rasch, da ihr spezifisches Gewicht 
gréBer ist als das der Lésung. In */, m-MgCl, sinken sie etwas 
langsamer; das spezifische Gewicht dieser Lésung ist 1,0609, 
und das ist nur wenig geringer als das spezifische Gewicht der 
Eier. In den Lésungen hoherer Konzentration schwimmen sie 
an der Oberfliche. Nach etwa 30 Minuten fangen die Eier 
an in allen Lésungen zu Boden zu sinken, zuletzt in der 
10/,m und */, m-Lésung, in denen sie etwas linger als 30 Mi- 
nuten an der Oberfliche bleiben kénnen. Dem Sinken geht 
in diesem Falle wie immer in Lésungen von héherem spezi- 
fischen Gewicht eine Schrumpfung des Dotters vorauf; auBer- 
dem starben die Embryonen in diesem Versuche auch rasch. 
MgBr, wirkt ahnlich wie MgCl,. In einer Versuchsreihe wurden 
zu 50 ccm 3 m-NaCl verschiedene Mengen einer *°/, m-MgBr,- 
Lésung zugesetzt und je vier Eier in ein Reagensglas ge- 
bracht. 

Wiahrend also in den 3 m-NaCl-Lésungen die Eier schon 
in den ersten 3 Stunden oder weniger sanken, geniigte der 
Zusatz von 3,2 ccm *°/, m-MgBr,, einen Teil der Eier 6 bis 











is 
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Tabelle V. 

Nach Zahl der oben schwimmenden Eier in 50 ccm 3 m-NaCl + 

0 0,1! 0,2 !04) 08 1,6 | 3,2 | 6,4 12,8 cem !°/,-MgBr, 
70 Minuten} 1 4 4 4); 4 4 é 34 4 
195 + 0 0 0 0 4 4 4 4 4 
6 Stunden | 0,;0;2); 4 1 
23 on 0/2 1 
2 Tagen 0 0 





22 Stunden vor dem Sinken zu bewahren. Die Schutzwirkung 
von MgBr, ist also, wie zu erwarten, geringer als die von CaCl, 
und SrCl,. Bringt man Fundulus-Eier in Lésungen von BaCl, 
mit héherem spezifischen Gewicht als das der Eier, so fangen 
nach einiger Zeit die Eier an zu sinken. Lésungen von 
0,4 m-BaCl, und dariiber haben ein hoheres spezifisches Ge- 
wicht als die Eier. Je vier Eier wurden in die BaCl,-Lésungen 
der Tabelle VI gebracht. 
Tabelle VI. 





Nach Zahl der oben schwimmenden Eier in 
Minuten 04 | 05 | 06} 0,7 | 08 0,9 m-BaCl, 


60 4 
94 4 
3 
1 
1 


3 
I 
0 


1 
0 


wo > 
— DO 


150 
235 
355 


o- 
oS 





ort > > 


Der Versuch wurde ausfiihrlich mitgeteilt, weil derselbe 
besser als die bisherigen Versuche die Tatsache zum Ausdruck 
bringt, daB die héher konzentrierten Lésungen die Erhéhung 
der Permeabilitét der Membran schneller bewirken als Lésungen 
niedriger Konzentration. Darauf beruht es wohl, daB fiir dieses 
Ei fiir jede Lésung eine Grenzkonzentration gefunden werden 
kann, unterhalb deren das Fundulusei beliebig lange lebt, weil 
die Lésung unterhalb dieser Konzentration nicht imstande ist, 
die Durchgangigkeit der Membran iiber den kritischen Wert 
zu erhdhen. 

DaB8 nun der Zusatz von etwas BaCl, auch das Sinken 
der Eier in einer 3 m-NaCl-Lésung hemmen kann, wird im 
folgenden Versuch gezeigt. Wie immer wurden je vier Kier 
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in ein Reagensglas mit der Lésung gebracht. Die Eier waren 
vor 7 Tagen befruchtet. 





61/, Stunden 
10 - 


Tabelle VII. 
Nach Zahl der oben schwimmenden Eier in 100 ccm 3 m-NaCl + 
0 | 0,1 | 0,2 | 0,4 | 1,2 | 1,6 | 4,0 | 8,0 |16,0| 32,0 m-BaCl, 
180 Minuten| 0 | 0 | 4 | 4/ 4 4/4 4 3 3 
290 - 014,;4/,/83;4]4;1 J 
ere 2 4 1 l 0 
0 l 1 0 





0 


) 


Der Zusatz von 4,0 m-BaCl, zu 100 ccm 3 m-NaCl ver- 
zogert die Erhéhung der Durchlassigkeit der Eimembran, die 
die 3 m-NaCl-Lésung an sich bewirkt, ganz erheblich. 

Diese Versuche beweisen, daB die Entgiftung einer reinen 
NaCl-Lésung durch eine kleine Menge eines Erdalkalisalzes 
beim Fundulusei in der Tat in erster Linie darauf beruht, dab 
das Erdalkalisalz die Erhéhung der Permeabilitat der Eihaut 
hemmt, die durch die NaCl-Lésung hervorgebracht wird. 

Damals wurde gefunden, daB nicht nur die Salze von 
Mg, Ca, Sr und Ba, die giftige Wirkung einer °/, m-NaCl- 
Lésung oder einer Lésung eines Salzes mit einwertigem Metall 
auf das frisch befruchtete Ei aufheben, sondern auch die Salze 
von Zn und Pb, u. a. Es wurde nun der Versuch gemacht, ob 
der Zusatz von etwas ZnSO, auch das Sinken der Eier in 
einer Lésung von 3 m-NaCl verzégern wiirde. Das Gegenteil 
war aber der Fall, der Zusatz von ZnSO, beschleunigte das 
Sinken der Eier in dieser Lésung. 

Da die Lésung von ZnSO, sauer ist, so lag es nahe, dieses 
Verhalten der Lésung der Saure zuzuschreiben. Es wurden 
deshalb einer 3 m-NaCl-Lésung verschiedene Mengen ®/,,-HCl 
zugesetzt. Es stellte sich heraus, daB der Zusatz selbst sehr 
kleiner Mengen von Saure zu der 3 m-NaCl-Lésung das Sinken 
der Eier in der Lésung beschleunigte. Da wir spiater ein- 
gehend die Wirkung von Siure auf die Durchgangigkeit der 
Eihaut besprechen, so wollen wir von der Mitteilung von 
Zahlenbeispielen absehen. 

Es entsteht aber dann die Frage, wie es zu erklaren ist, 
daB in den friiheren Versuchen der Zusatz von etwas ZnSO, 
die schidliche Wirkung der reinen NaCl-Lésung aufhob. Das 
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diirfte wohl daran liegen, da wir dama!s nicht mit 3 m-NaC!, 
sondern mit °/, m-NaCl arbeiteten. Wenn wir nun dieser 
letzteren NaCl-Lésung ZnSO, zusetzten, so hatten wir in Wirk- 
lichkeit folgendes System: */, m-NaCl—®/,,-ZnSO, — niedrige 
Konzentration HCl. Die °/, m-NaCl-Lésung wirkte antagoni- 
stisch auf die Saéure; und Zn wirkte antagonistisch auf °/,-m- 
NaCl; und méglicherweise wirkte NaCl entgiftend auf ZnSO, 
Nun fanden Wasteneys und ich, da Salzlésungen nur so 
lange Fundulus gegen Saure schiitzen, als die Konzentration 
der Salzlésung die Grenze der Isotonie nicht iibersteigt. Steigt 
die Konzentration der Salzlésung iiber ™/,, so nimmt die 
schiitzende Wirkung derselben gegen Séure rasch ab’). In 
meiner neuen Versuchsreihe war die Konzentration der NaCl- 
Lésung 3 m. Eine solche Lésung wirkt nicht langer antago- 
nistisch auf Saéure, sondern, im Gegenteil, durch Séurezusatz 
wird die schadliche Wirkung der 3 m-NaCl-Lésung auf die Ei- 
haut beschleunigt. 

Es wurden weiter Versuche angestellt, ob es auch gelingt, 
das Sinken der Eier in einer 4 m-NaCl-Lésung durch Zusatz 
von Salzen mit zweiwertigem Metall zu hemmen. Das war 
wohl der Fall, aber es gelang, wie zu erwarten, nicht so gut 
wie im Falle einer 3 m-Lésung von NaCl. So sanken in einem 
Versuch in 50 ccm 4 m-NaCl die Eier in weniger als 2 Stun- 
den, wiahrend dieselben in 50 ccm 4 m-NaCl-+-1 ccm 2'/, m- 
CaCl, noch nach 5 Stunden alle oben waren. Nach 17 Stun- 
den, und wahrscheinlich schon friiher, waren sie aber auch alle 
am Boden. 

Wie NaCl, verhalt sich auch LiCl und KCl. Es wiirde 
zu weit fiihren, alle diese Versuche hier anzufiihren, aber ein 
KCl-Versuch mége erwihnt werden, weil er das Eindringen 
des Salzes in schéner Weise zeigt. Je vier Eier wurden in 
folgende Lésungen gebracht: 50 ccm ™/, m-KCl +- 0, 0.8, 1,6, 
3,2 cem */,-CaCl,. In allen stockte der Herzschlag in weniger 
als 30 Minuten, ein Beweis, daB etwas KC] eingedrungen war. 
Aber wahrend am nichsten Morgen die Eier in ™/, m-KC] 
alle am Boden waren, befanden sich in den calciumhaltigen 
12/, m-KCl-Lésungen noch je zwei Eier an der Oberfliche. Der 


1) Diese Zeitschr. 39, 167, 1912. 
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Versuch beweist, daB die Wasserabgabe aus dem Ei durch die 
Gegenwart von Ca mehr verlangsamt wird, als das Eindringen 
des KCl in das Ei. 

Wir besitzen mithin in den neuen Versuchen iiber die 
Anderung des spezifischen Gewichtes der Eier einen direkten 
Beweis, daB die Aufhebung der Giftwirkung einer Lésung 
eines Salzes mit einwertigem Metall (z. B. NaCl) durch Zusatz 
einer kleinen Menge eines Salzes mit zweiwertigem Metall 
(z. B. CaCl,) darauf beruht, daB das CaCl, die Erhéhung der 
Durchlassigkeit der Eihaut hemmt, die das NaCl in hinreichen- 
der Konzentration hervorruft. In einer Mischung von NaCl 
und CaCl, (in richtigem Verhiltnis) bleibt die Membran fiir 
Wasser und Salze relativ lange undurchgingig. 


Vul. Uber eine verbesserte Methode zur Messung der Er- 
hoéhung der Durchlissigkeit. 


Es ist fiir die weitere Ausarbeitung dieses Gebietes sehr 
wichtig, daB sich die Erhéhung der Durchlassigkeit der Membran 
durch eine Lésung messend verfolgen laBt. Zu dem Zweck 
laBt sich die folgende Methode benutzen. Man nimmt Eier 
einer Kultur und setzt sie verschieden lange der Einwirkung 
einer Lésung aus, welche die Durchgingigkeit der Membran er- 
héht, z. B. *°/, m-CaCl,. Dann werden die Eier immer in die- 
selbe hypertonische Aquilibrierte Lésung gebracht, in der sie 
normalerweise lange schwimmen. Es wird dann gemessen, wie 
rasch sie in dieser Lésung zu Boden sinken. Wir benutzten 
als eine solche physiologisch Aquilibrierte Probelésung eine 
Mischung von 50 ccm 3 m-NaCl-- 1 ccm 2*/, m-CaCl,. In einer 
solchen Lésung schwimmen normale Eier etwa 3 Tage lang. 
(Diese Lésung soll nun kurz im folgenden als die Probe- 
lésung bezeichnet werden.) 

Eier, die 7 Tage vorher befruchtet worden waren, wurden 
zweimal in destilliertem Wasser gewaschen und dann in *°/, m- 
CaCl, gebracht. Eine Portion der Eier wurde unter dem Mi- 
kroskop in der Lésung beobachtet. Nach 12 Minuten stand 
bei der Hialfte der Embryonen bereits das Herz still und 
2 Minuten spiter stand bei allen das Herz still. Um diese 
Zeit war die Schrumpfung des Dotters noch sehr gering, die- 
selbe schritt aber rasch vor. Nach 23 Minuten begannen die 
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Eier zu Boden zu sinken. 1, 2, 3, 4, 7*/, und 10 Minuten, 
nachdem die Eier in die *°/,m-Lésung von CaCl, iibertragen 
waren, wurden je 4 derselben in die Lésung von 50 ccm 
3 m-NaCl+-1 ccm 2*/, m-CaCl, iibertragen. Vier nicht mit 
CaCl, behandelte Eier wurden zur Kontrolle ebenfalls in diese 
Lésung gebracht. Das Resultat gibt Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 














Zahl der in der Probelésung schwimmenden Eier. 
Nach Vorbehandlung mit 1°/, m-CaCl, 
_ o | 1 2 | 3 | 4 | 7% | 10 Min. 
85 Minuten SPS ee a eS ae ee ee 
41/. Stunden . + 2 2 0 | 
17 Stunden 4 2 | 0 | 





Dieser Versuch zeigt, daB bereits ein Aufenthalt der Eier 
von wenigen Minuten in *°/, m-CaCl, die normale Undurch- 
gangigkeit ihrer Membranen fast vollig beseitigt. Die Eier 
schwimmen in einer Lésung von 50 ccm 3 m-NaCl +- 1 ccm 
21/, m-CaCl, mehrere Tage, weil sie relativ undurchgingig fiir 
Wasser und Salze sind und diese Lésung ihre Undurchgingig- 
keit nur sehr langsam verringert. Bringt man sie aber nur 
4 Minuten in eine ?°/, m-NaCl-Lésung, so sinken sie hinterher 
in einer 3 m-NaCl-+ CaCl,-Lésung schon in weniger als 85 Mi- 
nuten alle zu Boden. Ein Aufenthalt von 4 Minuten in der 
CaCl,-Lésung bringt aber keine auBerlich wahrnehmbare Ver- 
anderung bei den Eiern hervor, und sie entwickeln sich normal, 
wenn man sie nach dieser Zeit in Seewasser zuriickbringt. 
Selbst ein Aufenthalt von 2 oder sogar 1 Minute in der reinen 
10/, m-CaCl-Lésung erhoht die Durchgingigkeit der Eier schon 
merklich. 

In einer 3 m-NaCl-Lésung sinken die Eier ebenfalls in 
17/, bis 3 Stunden. Nach unserer Annahme mu8 dem Sinken 
der Eier eine Erhéhung der Durchgingigkeit ihrer Membran 
voraufgehen. Da aber das Sinken der Eier in einer 3 m-NaCl- 
Lésung langsamer erfolgt als in einer *°/, m-CaCl,-Lésung, so 
mu8 auch die Erhéhung der Durchgingigkeit langsamer er- 
folgen. Eier, die vorher in destilliertem Wasser gewaschen 


waren, wurden in eine 3 m-Lésung von NaCl gebracht und 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 10 
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nach verschiedenen Intervallen wurden je 4 Eier von hier in 
Reagensglaser mit 50 ccm 3 m-NaCl-+- 1 ccm 2*/, m-CaCl, iiber- 
tragen. Tabelle IX gibt das Resultat. 


Tabelle IX. 





Zah] der in der Probelésung schwimmenden Eier. 














Nach Vorbehandlung in 3 m-NaCl von 
Oo | i | 21 / 41 | 62 | 74 | 86 Min 
2 Stunden 4 4 4 4 3 3 2 
5 - 20 Min. 4 4 + 3 | 0 2 1 
7 - 4 3 3 2 0 2 0 
24 ~ dq 2 1 1 | 1 


| 


Man sieht, daB schon nach 60 Minuten die Durchgiangig- 
keit der Eihaut in einer 3 m-NaCl-Lésung so stark erhéht 
wird, daB die Eier in einer Lésung von 50 cem 3 m-NaCl 
+-1cecem 2*/, m-CaCl,, in der sie 3 Tage lang oben schwimmen 
sollten, schon nach 5 Stunden zu Boden sinken. 

Als weiteres Beispiel mége die Wirkung von Kaliumoleat 
dienen. Eier wurden in ™/,,,-Kaliumoleat gebracht. Nach 
10 Minuten wurden die Embryonen sehr unruhig, ein Beweis 
fiir das Eindringen der Seife. Nach etwa 1 Stunde traten 
Stérungen der Zirkulation auf. Nach verschiedenen Intervallen 
wurden Eier aus der Seifenlésung genommen, zweimal in H,O 
gewaschen und dann in 50 cem 3 m-NaCl-+ 1 cem 2?/, m-CaCl, 
iibertragen. Die nach 36 Minuten aus der Seifenlésung ge- 
nommenen Eier besaBen bereits eine so groBe Durchlassigkeit 
der Eihaut, daB dieselben schon nach 2 Stunden in der Probe- 
lésung zu Boden sanken. Die nach 51 Minuten herausge- 
nommenen Eier sanken schon erheblich friiher zu Boden. Ebenso 
lieB sich die Erhéhung der Durchlassigkeit durch Natriumoxalat 
nachweisen. 

Ich glaube, daB diese und ahnliche Versuche den Beweis 
liefern, daB die Eihaut von Fundulus im Seewasser als 
undurchgangig fiir Wasser und Salze angesehen werden darf; 
daB Lésungen von nur einem Salz die Membran durchgingig 
fiir Wasser und Salze machen und daB die Geschwindigkeit, 
mit der die Erhdhung der Durchgingigkeit eintritt, eine Funk- 
tion der Natur und Konzentration der Lésung ist. Damit ist 
auch das Wesen der antagonistischen Salzlésung aufgeklart: 
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der Zusatz von 1 ccm 2*/, m-CaCl, verhindert die rasche Er- 
héhung der Durchgangigkeit der Eihaut, welche eine reine 
3 m-NaCl-Lésung hervorbringen wiirde. 


VIII. Die Bedeutung der Proteine fiir die Durchgingigkeit 
der Eihaut fir Wasser und Salze. 

Die weit verbreitete Annahme, daB die Lipoide der Zell- 
membran die Aufnahme und Abgabe von Stoffen durch die 
Zelle bestimmen. st6{t auf die uniiberwindliche Schwierigkeit, 
daB der Stoffaustausch der Zelle auf Wasser und wasserlésliche 
und nicht auf lipoidlésliche Stoffe eingestellt ist. Um dieser 
Schwierigkeit zu entgehen, haben Overton u. a. auf die Még- 
lichkeit hingewiesen, daB fiir die Absorption von Wasser, Salzen 
und anderen lipoidunléslichen Stoffen nicht die Diffusionskrifte, 
sondern ein noch unbekannter Mechanismus in Betracht komme. 
Ich habe schon friiher darauf hingewiesen, daB es doch naher 
liegt, die Méglichkeit in Betracht zu ziehen, dab die Absorp- 
tion lipoidunléslicher Stoffe tiberhaupt nichts mit den Lipoiden 
zu tun hat, sondern daB hierfiir andere Stoffe, z. B. Eiweib- 
kérper, in Betracht kommen’). 

Die Méglichkeit, diese Ansicht zu priifen, bot sich im 
AnschluB8 an Beobachtungen iiber die Entschwellung des Muskels 
unter dem EinfluB von Saure und Salzen, die ich im Jahre 
1899 zuerst verdffentlicht habe*). Ich hatte gefunden, da der 
Froschmuskel durch einen gewissen Saurezusatz in einer iso- 
tonischen NaCl-Lésung zum Schwellen gebracht wird; da er 
ferner in einer neutralen, aber stark hypertonischen Lésung 
zwar zuerst Wasser verliert, schlieBlich aber Wasser aufnimmt 
und ebenfalls schwillt. Bringt man aber den Muskel in eine 
Mischung von hypertonischer Salzlésung und Saure, so tritt 
eine Entschwellung ein. Ich erwaihnte schon damals die Még- 
lichkeit, daB diese Erscheinung auf die Wirkung der Stoffe 
auf die Eiwei8k6rper des Muskels zuriickzufiihren sei. Diese 
Vermutung ist nun inzwischen durch die Versuche von Pauli 
und seinen Schiilern, sowie von Prokter zur Gewifheit er- 
hoben worden. 


1) Science 34, 653, 1912. 
2) Arch. f. d. ges. Physiol, 75, 308, 1899. Vorlesungen iiber die 
Dynamik der Lebenserscheinungen S. 77, 1906. 
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In den Arbeiten dieser Autoren iiber den Einflu8 der 
Sauren auf die physikalischen Eigenschaften der EiweiBkorper 
zeigte es sich namlich, daB das Anion der Saure von groBem 
Einflu8 ist, daB HCl beispielsweise viel wirksamer ist als H,SO,. 
Ich veranlaBte nun Herrn Dr. Beutner, festzustellen, welche 
Konzentration der Salzlésung erforderlich ist, um die schwellende 
Wirkung der Saéure mit demselben Anion auf den Froschmuske] 
zu verhindern. Es zeigte sich, daB die entschwellende oder 
antagonistische Wirkung von Na,SO, auf H,SO, erheblich viel 
groBer ist als die entschwellende Wirkung von NaCl auf HCl. 
»Bestimmt man diejenige Konzentration des Na,SO,, die in 
einer beispielsweise ®/,,.-H,SO,-Lésung aufzuwenden ist, um 
nach ca. 24 Stunden weder Schwellung noch Entschwellung 
hervorzubringen, so findet man, daB dieselbe zwischen 0,01 
und 0,02 mol. Na,SO, liegt.“ Bestimmt man die Konzentration 
von NaCl, die nétig ist, um eine schwellende Wirkung von 
®/.00°- HCl zu hemmen, so findet man, daB dieselbe zwischen 
*/,, und °/,, m-NaCl liegt’). Die antagonistische Wirkung von 
Na,SO, ist also fiir ®/,,,-Saure mindestens 20mal so groB wie 
die von NaCl. Hier handelt es sich um eine spezifische EiweiB- 
reaktion. 

Im folgenden wollen wir nun den Nachweis fiihren: erstens, 
daB Saure die Durchgingigkeit der Eihaut von Fundulus rasch 
erhéht; zweitens, daB diese DurchgingigkeitserhGhung durch 
Saure durch Salze gehemmt wird; drittens, daB diese anta- 
gonistische Wirkung fiir das System H,SO,—Na,SO, viel gréBer 
ist als fiir das System HCl—NaCl. 

Die Methode bestand darin, daB die Eier, nachdem sie 
zweimal in destilliertem Wasser gewaschen waren, in eine Saure- 
lésung resp. Séure-Salzlésung gebracht wurden und nach ver- 
schiedenen Zeiten je 4 Eier herausgenommen, durch Waschen 
in Seewasser von der Séure befreit und dann in die Probe- 
lésung 50 ccm 3 m-NaCl-+- 1 cem 2"/, m-CaCl, gebracht wurden. 
Wie erwahnt, schwimmen in dieser ,,Probelésung“ die normalen 
Kier etwa 3 Tage lang an der Oberfliche. Eine kurze Siure- 
behandlung erhéht aber die Durchgingigkeit der Eier sehr 
rasch. ' 


1) Beutner, diese Zeitechr. 39, 280, 1912. 
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Eier von Fundulus, die mehrere Tage vorher befruchtet 
waren, wurden in eine ®/,,,,-H,SO,-Lésung gebracht. Nach ver- 
schiedenen Intervallen wurden je 4 Eier in die Probelésung 


iibertragen und festgestellt, wie lange sie oben schwammen. 





Tabelle X. 





Nach Zahl der in der Probelésung oben schwimmender Kier 
Nac 
Stunden Vorbehandelt mit ®/)o59-H,SO, 
4 | 8 | 12 | 16 | 20 | 2% | 31_| 37 | 48 | 60 Min 
2 4) 4 8/1) 8) 2/2] 0 0 | 0 
3,181/2);/0;/0/0:0)j 0 
7, | 2 | 0 | 
23 0 





Gleichzeitig wurde ein Parallelversuch mit denselben Eiern in 
einer ®/,,,9-H,SO, -++ ™/,-Na,SO, angestellt; d.h. die ®/,,,.-H,SO,- 
Lésung war mit einer ™/,-Na,SO,-Lésung statt wie vorhin mit 
destilliertem Wasser angestellt. Wie die folgende Tabelle zeigt, 
tritt nunmehr die Erhohung der Durchliassigkeit der Eihaut gar 
nicht oder nur in einem viel geringeren Grade ein. 


Tabelle XI. 











Zahl der in der Probelésung oben schwimmenden Eier 
Nach Vorbehandlung in */,959-HpSO,q in ™/,-NagSO, von 

[5 10 | 20 | 30 | 40 | 60 | 80 | 100! 120 240 Min. 
a . a4. 

mpstd] 4/4j)/4])4i[4!la4fal]a4| 4 4 

meri 81 8)/8)}2;8)4/2421) 1 1 

2Tagen}| 1 2 ee oP g 1 2 0 0 l 

3 1} 2/2 1 l 1 0 I 





Wahrend eine ®/,,,,.-H,SO,-Lésung ohne Na,SO, die Durch- 
gangigkeit der Eihaut schon nach 20 Minuten so weit erhéhte, 
daB die Eier in weniger als 3%*/, Stunden in der Probelésung 
zu Boden sanken, hemmte die Gegenwart der ™/,-Na,SO,-Lésung 
diese Saurewirkung so weit, daB nach einem Aufenthalt von 
20 Minuten in der Saéure-Salzlésung diese Eier z. B. noch nach 
3 Tagen an der Oberfliche der Probelésung schwammen. 

Es wurde nun eine Versuchsreihe mit der doppelten Kon- 
zentration von H,SO, angestellt; wir lassen zuniachst den Ver- 


such in der reinen "/,,,-H,SO, (ohne Salz) folgen. 
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Tabelle XII. 





Zahl der in der Probelésung oben schwimmenden Eier 
Nach Vorbehandelt mit "/s9,-H,SO, 
7 1B | 25 P 37 Min. 
1 Std 4 3 1 0 0 
21/, Std. 0 0 0 





Schon nach 7 Minuten erhéht eine ®/,,,-H,SO,-Lésung die 
Durchgingigkeit der Eihaut so erheblich, daB die Eier in der 
Probelésung schon in weniger als 2?/, Stunden zu Boden sinken. 

In Gegenwart einer ™/,-Na,SO,-Lésung wird in einer 
®/.o;-H,SO,-Lésung die Durchgiingigkeit der Eihaut in 6*/, Mi- 
nuten nicht merklich erhoht. 


Tabelle XIif. 





Zahl der in der Probelésung oben schwimmenden Eier 


Nach Vorbehandelt mit "/s.;-H,SO, in ™/2-Na SO, 
se _ | 6%, |; 11 | 22 | 33 | 42 56 80 | 150 Min 
——— — ————S_— ——- —$—$—$—<——— ese —— 
21/, Std. 4 s | 3 t'4 4 4 4 
25 “ 4 4 0 | 0 | O 0 0 0 
2 Tagen 2 l 
3 oo» 2 





Wir wollen nun damit die Wirkung von HCl und die 
Hemmung dieser Wirkung durch NaCl vergleichen. Zunichst 
wurde die Wirkung einer reinen %/,,,.-HCl-Lésung untersucht. 


Tabelle XIV. 














Zahl der in der Probelésung oben schwimmenden Eier 
Nach Vorbehandelt mit ®/,o59-HCl 
5 9 | 12%, | 16%, | 21 | 30 | 57 Min. 
21/, Std. 4 4 2 . s = 0 0 
41/,  » 3 3 0 0 | 
3 on 1 0 





Die Wirkung der ®/,,,)-HCl-Lésung ist nur wenig kraftiger 
als die der */,,,.-H,SO,-Lésung. , 

Gleichzeitig wurde ein Versuch mit ®/,,,.~-HCI—™/,-(NaC! 
+- KC] -+- CaCl,) angestellt. 
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Tabelle XV. 





Zahl der in der Probelésung oben schwimmenden Kier. 


Nach Vorbehandelt mit */,259-HCl in ™/,-(NaCl + KCl + CaCl,) 
___ it 5 _ | 10 | 20 | 30 | 40 | 60 | 84 |100Min 
4 Stunden 4 4 4 2 0 2 3 1 
é 4 4 4 1 2 1 0 

8 « 4 1 0 | 0 0 0 





Wenn man Tabelle XV mit XI vergleicht, in der der 
entsprehende H,SO,—Na,SO,-Versuch mitgeteilt wird, so wird 
man bemerken, wie viel geringer die Hemmung der Wirkung 
von 9/,,,>-HCl durch ™/,-(NaCl-++KCl+-CaCl,) als diejenige 
von ®/,,59-H,SO, durch ™/,-Na,SO, ist. Im letzteren Falle war 
die Hemmung so stark, daB ein Aufenthalt von 20 Minuten 
in der Séurelésung die Durchgingigkeit der Eier kaum erhdhte, 
wihrend im System "/,,,.-HCl—™/,-(NaCl + KCl + CaCl,) be- 
reits nach 20 Minuten die Durchgingigkeit der Eier erheblich 
erhéht wurde. Es besteht zwar ein Antagonismus zwischen 
HCl und NaCl, derselbe ist aber viel geringer als der Antago- 
nismus zwischen H,SO, und Na,SO,. 

Es wurden schlieBlich noch Versuche mit der Wirkung von 
Essigsiure und Essigsaure in ™/,-(NaCl +- KCl +- CaCl,) angestellt. 
Tabellen XVI und XVII geben das Resultat. 


Tabelie XVI. 











Zahl der in der Probelésung oben schwimmenden Lier. 
Nach Vorbehandelt mit 1,5 ccm */,9-Essigsiure + 50 com H,O 
4 | 8 | 12 | 17 | 22 | 29 | 87 | 46 Min. 
7Stundn| 4 | 3 | 2 | 2 | o | oO | co | ClO 
2 » 3 2 | 0 0 | | 





Tabelle XVII. 











Zahl der in der Probelésung oben schwimmenden Eier 
Nach Vorbehandelt mit 1,5 ccm */,9-Essigsiure + 50 com 
— ™/,-(NaCl + KCl + CaCl,) 
9 | 15 | 2 | 35 | 51 | 98 |192Min 
7Stundn}| 4 | 4 4 | 4 4 4 4 
- 3s | 6 64 4 ; 4 1 4 3 
2 Tagen bas -§ baby 0 l 1 
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Die hemmende Wirkung der Salzlésung ist sehr schlagend. 

Alle diese Versuche machen es wahrscheinlich, daB die 
Erhéhung der Durchlassigkeit der Eihaut unter dem Einflusse 
von Sauren und deren Hemmung durch die gleichzeitige Gegen- 
wart von Salzen durch eine Wirkung von Saéuren und Salzen auf 
EiweiBkérper zustande kommt. Denn wir kennen heute keine 
andere Gruppe von chemischen KO6rpern, die ein derartiges Ver- 
halten zeigt. 

Diese Versuche werfen auch ein Licht auf Versuche iiber 
den Antagonismus von Saéuren und Salzen, die Wasteneys 
und ich vor kurzem mitgeteilt haben. Wir fanden, daB eine 
Saurelésung in niedriger Konzentration das Epithel von Fischen 
stark veriindert, wodurch dasselbe in Fetzen abfallt, wihrend 
der Zusatz von Salzen diese Wirkung verhindert. Wir nahmen 
an, da®B die Saure allein die eiweiBhaltige Oberflichenlamelle 
der Zellen zum Quellen bringt und infolgedessen die Durch- 
gingigkeit der Oberflachenlamelle erhoht. Dadurch kann Siure 
in die Zellen dringen und dieselben téten. Ist aber auBer der 
Saéure auch Salz zugegen, so kann, infolge der kombinierten 
Wirkung von Saure und Salz, die Saure nicht mehr in die 
Zellen diffundieren, wodurch diese dann am Leben bleiben. 
Unsere neuen Versuche liefern nun den Beweis, daB in der Tat 
die Saure allein die Durchgingigkeit der Eihaut fiir Saure er- 
héht, wihrend die Gegenwart von Salzen diese Erhéhung der 
Durchgingigkeit hemmt. 

Damit stehen nun die folgenden Beobachtungen im Ein- 
klang. Bringt man die Eier von Fundulus in eine ®/,,,-H,SO,- 
Lésung, so steht bei allen Embryonen in weniger als 1'/, Stunden 
das Herz still. Bringt man die Eier aber in "/,,,-H,SO, in 
m/,-Na,SO,, so ist nach 1'/, Stunden bei allen Embryonen die 
Zirkulation im Gange, und selbst nach 15 Stunden findet man 
noch Embryonen mit intakter Zirkulation. 

In "/,59°H,SO, steht die Zirkulation in wenigen Stunden 
still. In einer "/,5,9-H,SO,-Lésung in ™/,-Na,SO, leben die 
Embryonen dauernd. Ebenso tétet %/,,,-Essigsiure alle die 
Embryonen ziemlich rasch, wahrend in derselben Konzentration 
von Essigsiure in einer ™/,-Lésung von NaCl+-KCl-+- CaCl, 
die Embryonen dauernd am Leben bleiben. In der reinen 
Saurelésung erhéhte die Saéure rasch die Durchgangigkeit der 
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Membran, Siure diffundierte in das Ei und erreichte den Embryo; 
das zeigte sich darin, daB nach 3 bis 5 Minuten in einer "/,,,,- 
HCl- oder H,SO,-Lésung die Embryonen plotzlich sehr unruhig 
wurden und lebhafte Bewegungen ausfiihrten. Die Salzlésung 
hemmte diese Erhéhung der Permeabilitét der Membran, und 
die Embryonen blieben ruhig und am Leben. 

Der direkte Nachweis der Erhéhung der Durch- 
gangigkeit der Membran durch Sauren, sowie der Nach- 
weis der Hemmung dieser Erhéhung der Durchgiangig- 
keit durch Salze und endlich der Nachweis, daB diese 
Hemmung im System H,SO,—™®/,-Na,SO, vollstandiger 
ist als im System HCl—®/,-(NaCl ++ KCl -+-CaCl,), zwingt 
uns zur Annahme, daB die Erhéhung der Durchlassig- 
keit der Eihaut durch Saure durch eine Beeinflussung 
der EiweiBkérper der Membran durch die Saure be- 
stimmt ist. 

Man kann nun die Frage aufwerfen, ob Anzeichen dafiir 
vorhanden sind, daB auch die Erhéhung der Durchgingigkeit 
der Membran durch Salze auf eine Modifikation von Eiweib- 
kérpern in der Membran zuriickgefiihrt werden kann. Vielleicht 
kann die folgende Erfahrung in diesem Sinne verwertet werden. 
Wenn man sich Lésungen von MgCl,, MgBr, und MgSO, von 
8/,m bis *°/,m herstellt und Eier von Fundulus in dieselben 
bringt, so beobachtet man, da in den Lésungen von MgCl, 
und MgBr, die Eier in ganz kurzer Zeit eine starke Erhéhung 
ihrer Durchgiangigkeit erleiden. Der Dottersack schrumpft, die 
Embryonen sterben, und die Eier sinken zu Boden. In den 
MgSO,-Lésungen geht dieser ProzeB sehr viel Jangsamer vor 
sich. In einer **/, m-MgSO,-Lésung waren beispielsweise die 
Embryonen noch nach 8'/, Stunden am Leben, wihrend sie in 
1°/, bis *°/,m-MgBr, schon in 40 Minuten alle tot waren. In 
MgCl, verlief der Versuch nicht wesentlich anders wie in MgBr,. 
Es handelt sich hier um eine spezifische SO,-Wirkung. Der 
Umstand, daB auch hier SO, die Durchgiingigkeit nicht so 
rasch erhéht wie Cl und Br, steht vielleicht im Zusammen- 


hange mit der Erfahrung, daB im System HCl — NaC! die Er- 
hékung der Durchgingigkeit durch Siéure weniger stark ge- 
hemmt ist als im System H,SO,— Na,SO,. 

Ich beabsichtige, diese Versuche weiter auszudehnen, michte 
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aber hier darauf hinweisen, daB vielleicht unsere Versuche den 
von Overton gefundenen Unterschied in der Wirkung von 
K,SO, und KC] auf den Muskel begreiflich erscheinen lassen. 


IX. Der EinfluB verschiedener Alkohole auf die Durchgingig- 
keit der EKihaut von Fundulus. 

Fiir die physiologische Wirkung der Alkohole ist das Gesetz 
charakteristisch, daB jeder héhere Alkohol einer Reihe etwa 
dreimal so wirksam ist wie das voraufgehende Glied der Reihe. 
Dieses Gesetz weist auf eine Beziehung zwischen der Wirksam- 
keit der Alkohole und ihrer Lipoidléslichkeit hin. Wir kennen 
keine derartige Beziehung zwischen Eiwei8kérpern und Alkoholen. 
Es war deshalb von Interesse, zu ermitteln, ob erstens die 
Alkohole auch die Durchlassigkeit der Eihaut von Fundulus 
erhéhen, und ob zweitens die relative Wirksamkeit der ver- 
schiedenen Alkohole in dieser Hinsicht sich in eine Reihe nach 
Potenzen von 3 ordnen lat. Das ist nun in der Tat der 
Fall, obwohl das Ende der Laichperiode nicht erlaubte, so viele 
Versuche anzustellen, als wir wiinschten. 

Die Alkohole wurden in Wasser gelést, und die Eier wurden 
in einem verschlossenen GefaiB der Alkoholwirkung ausgesetzt- 
Nach verschiedenen Intervallen wurden je 4 Eier aus der Alkohol- 
lésung genommen, in Reagensgliser mit der Probelésung (50 ccm 
3 m-NaCl +- 1 cem 2/, m-CaCl,) gebracht und ermittelt, wie lange 
sie an der Oberfliche schwimmen. Der folgende Versuch mit 
grammolekularem Athylalkohol soll als Beispiel der Methode 
und des Versuchsverlaufes dienen. 


Tabelle XVIII. 














Zahl der oben schwimmenden Eier in der Probelésung. 
Nach Vorbehandelt mit m-Athylalkohol 
2 | 5% | 10 | 20 | 48 | 60 Min. 
5 Stunden 4 i 3 2 | 1 
81/, » ee. 3 2 1 ; 0 
22 ” 2 2 0 0 0 





Es wurden nun auferdem ahnliche Versuche mit folgenden 
Alkohollésungen angestellt: 2 m-Methylalkohol; 3m-Athylalkohol ; 
m/ «> ™/,-, ™/,-Normal-Butylalkohol und ™/,,-Amylalkohol. 
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Das Resultat war wie folgt. 

Die Durchlassigkeit der Eimembranen wurde ungefahr 
gleich schnell erhéht durch 2 m-Methylalkohol, m-Athylalkohol, 
m/.-Butylalkohol. Ferner wirkte der ™/, normale Butylalkohol 
nahezu ebenso schnell wie ™/,,-Amylalkohol. 

Diese Resultate deuten deutlich genug an, dab die Wirkung 
der verschiedenen Alkohole in diesem Falle mit ihrer Narkose- 
wirkung parallel verliuft. Wenn es sich im letzteren Falle um 
Lipoidwirkungen handelt, so sollte das auch bei der Erhéhung 
der Durchlassigkeit der Eihaut der Fall sein. Nathanson und 
Hoéber haben bekanntlich den Gedanken ausgesprochen, dab 
die Membranen der Zellen aus einem Mosaik aus EiweiBkorpern 
und Lipoiden bestehen. Eine solche Hypothese wiirde allen 
Tatsachen gerecht werden. 

Osterhout hat gefunden, da8 kleine Mengen von Alkohol 
den galvanischen Widerstand von Laminaria voriibergehend etwas 
erhéhen, und R. Lillie spricht direkt von einem Antagonismus 
zwischen Elektrolyten und Narkotiken'). Bezieht man diese 
Wirkung auf eine Erhéhung der Durchgingigkeit der Membran, 
80 ware es von Interesse, zu priifen, ob kleine Mengen von 
Alkohol auch die Erhéhung der Durchlassigkeit der Eihaut 
hemmen, welche durch Elektrolyte hervorgebracht wird. Die 
Versuche wurden in der Weise angestellt, daS Eier von Fun- 
dulus in Lésungen von 3m-NaCl gebracht wurden, in denen 
sie nach wenigen Stunden zu Boden sinken. Zu einer Reihe 
derartiger Lésungen wurden wachsende Mengen von Athyl- 


Tabelle XIX. 


Zahl der oben schwimmenden Eier in 50 com 3 m-NaCl + 
Nach 0 | o1 | o2 | 04 |] 08 | 16 | 32 | 64 


cem 90°/,igem(?) Alkohol?®) 




















8 Stunden | 4 3 | 8 4 3 2, 2 
4%, » 1 . es tars  pogey 
6 ” 0 0 | 0 | 2 2 | 1 } 0 | 
© all | | Oo} 1 {| O | | 
g ° | 0 | 


1) R. Lillie, Amer. Journ. of Physiol. 29, 372, 1912. 

2) Der Alkohol hatte lange gestanden und die Flasche war 6fters 
gedfinet worden. Es stellte sich spiter heraus, daB der Alkohol schwacher 
war als 90°/,, aber seine Konzentration war nicht ermittelt worden. 
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alkohol zugesetzt und beobachtet, ob und bis zu welchem Grade 
der Alkohol die Zeit des Sinkens der Eier hinausschiebt. Die 
vorstehende Tabelle (S. 155) gibt das Resultat. 

Eine Wiederholung des Versuches ergab ein dhnliches 
Resultat, eine geringe Verzégerung des Sinkens der Eier in 
der Lésung mit 0,4 cem Alkohol. Es ist méglich, daB hier 
eine geringe Hemmung der Erhéhung der Durchlassigkeit 
mittels kleiner Quantitaéten Alkohol vorliegt. Die Wirkung ist 


aber bestenfalls sehr gering. 


X. Die Wirkung von Zucker und Harnstoff auf die 
Permeabilitit. 

In 3 m-Harnstoff sinken die Eier von Fundulus sofort, in 
4 m fast sofort. Erst in 5 m-Harnstoff schwimmen die Eier 
an der Oberflache. Bringt man die Eier in 5 m-Harnstoff, so 
werden die Embryonen nach 5 Minuten unruhig und der Dotter 
beginnt zu schrumpfen; bald darauf sinken die Eier. 

Der Verlauf des Versuches wird nicht geaindert, wenn man 
zu 50 ccm 5m-Harnstoff 1,6 ccm 2*/, m-CaCl, zusetzt. 

Rohrzucker erhéht die Durchlassigkeit der Eihaut nur 
sehr langsam. Die Eier schwimmen in Lésungen von 0,6m 
und dariiber. Je 4 Eier wurden in folgende Lésungen von 
Rohrzucker gebracht: 0,6, 0,8, 1,0, 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2,0 m. 
Selbst in den starksten Konzentrationen, 2,0 und 1,8 m, waren 
nach 2 Tagen alle Eier am Leben und keine deutliche Schrump- 
fung des Dottersackes war eingetreten. Erst nach 4 Tagen 
wurde hier eine maBige Schrumpfung bemerkbar. In der 
Zuckerlésung bleibt also die relative Undurchliassigkeit der 
Membran fiir Wasser lange erhalten. Eier, die 1*/, Tage lang 
in einer 2m-Rohrzuckerlésung gewesen waren, wurden in die 
Probelésung gebracht (50 com 3 m-NaCl +- 1 cem 2?/, m-CaCl,). 
Es war keine merkliche Erhéhung der Durchlassigkeit der Ei- 


haut nachweisbar. 


XI. Die Umkehrbarkeit der Durchgingigkeitsinderung der 
EKihaut von Fandulus. 

Osterhout hat gefunden, daB in einer reinen NaCl-Lésung 

der galvanische Widerstand von Laminaria erheblich sinkt, daB 

die Pflanze aber in Seewasser ihren normalen Widerstand wieder 
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gewinnt. Er hat bei derselben Pflanze 8 Tage hintereinander 
die Erniedrigung des Widerstandes durch NaCl und die Wieder- 
herstellung desselben in Seewasser nachgewiesen. Er schlieBt 
daraus mit Recht, daB die Anderung der Durchgiingigkeit der 
Membran umkehrbar ist und da8 vermutlich umkehrbare An- 
derungen der Durchgingigkeit eine groBe Rolle im Leben der 
Pflanzen spielen*). 

Auch bei der Eihaut ist die Erhéhung der Durchlassigkeit 
der Membran durch Siure, Salze und Alkohole ein umkehr- 
barer ProzeB. Wir haben gesehen, daB Salze sowohl wie Siuren 
imstande sind, die Durchgingigkeit der Eihaut von Fundulus 
rasch zu erhdhen, und die nachste Frage war die nach der 
Umkehrbarkeit dieser Erscheinung. Das Verhalten der Nieren 
legt den Gedanken nahe, daB Anderungen der Durchgingigkeit 
eine Eigenschaft der Nierenzellen und vielleicht aller Zellen 
sind; wenn das wahr sein sollte, so miiBten auch erhebliche 
DurchgangigkeitserhOhungen der Zellen umkehrbar sein. Die 
folgenden Versuche zeigen nun, in wie hohem Grade das der 
Fall ist. Diese Versuche haben aber noch eine andere Be- 
deutung, indem sie uns helfen, zu bestimmteren Anschauungen 
iiber den Mechanismus der beobachteten Durchgingigkeits- 
anderungen zu gelangen. 

Eier wurden durch zweimaliges Waschen in destilliertem 
Wasser von Seewasser befreit und dann 40 Minuten in 
0.4 cem ®/,,-H,SO, + 50 ccm H,O gebracht. Dann wurden 
sie gewaschen und in Seewasser gebracht. In allen Eiern war 
die Zirkulation noch im Gange, die Durchliassigkeit ihrer Mem- 
bran war aber stark erhdht (siehe Tabelle X). Von Zeit zu 
Zeit wurden nun je vier Eier aus dem Seewasser in die Probe- 
lésung (50 ccm 3 m-NaCl +-1 cem 2?/, m-CaCl,) iibertragen, um 
zu ermitteln, ob ihre Permeabilitaét wieder normal geworden 
sei. Die ersten Eier wurden sofort nach dem Waschen aus 
dem Seewasser in die Probelésung iibertragen; sie sanken in 
weniger als 2 Stunden; die nachste Partie wurde nach einem 
Aufenthalt von 40 Minuten im Seewasser in die Probelésung 
gebracht; diese Eier sanken ebenfalls nach weniger als 2 Stunden. 
Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die gesamten 
Resultate. 


1) Science 36, 350, 1912. 
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Tabelle XX. 





Dauer des Aufenthaltes der} Zeit, die die Eier an der 
Eier in Seewasser nach der | Oberflache der Probelésung 


Saurebehandlung schwimmen 
0 Minuten < 2 Stunden 
40 “ <i ” 
165 - _ 4 . 
41/, Stunden > 19 - 


3 Eier mehr als 3 Tage! 





Die Eier, die noch spater als nach 4'/, Stunden aus dem 
Seewasser genommen wurden, waren nahezu normal. Wir diirfen 
also sagen, daB in den ersten 40 Minuten im Seewasser die 
durch Saéure bedingte Erhéhung der Durchlassigkeit der Eihaut 
nicht riickgangig wird, daB aber nach rund 3 Stunden schon 
eine maBige Erholung eingetreten ist, und daB nach 41/, Stunden 
die Erholung nahezu vollstandig ist. Um bloBe Adsorptions- 
erscheinungen kann es sich hier wohl nicht handeln, da sonst 
der Einflu®B der ersten 40 Minuten viel starker sein miiBte. 
Ich beabsichtige aber den Verlauf der Erholung im nichsten 
Sommer etwas genauer zu untersuchen. 

Zur Ergainzung diene folgender Versuch mit HCl. LEier 
blieben 57 Minuten in 0,4 ®/,,-HCl + 50 cem H,O, und wurden 
dann in Seewasser iibertragen (siehe Tabelle XIV). Um diese 
Zeit besaBen etwa 75°/, der Embryonen noch Herzschlag, bei 
allen stellte sich aber die Zirkulation wieder ein, nachdem sie 
einige Zeit im Seewasser gewesen waren. Nach 0, 1*/,, 4'/, und 
7 Stunden wurden je vier Eier aus dem Seewasser in die Probe- 
lésung gebracht. In 11/, Stunden fand keine nennenswerte Er- 
holung statt, und selbst nach 4'/, Stunden war nur bei einem 
unter den vier untersuchten Eiern eine maBige Erholung ein- 
getreten. Eine deutliche Erholung war erst bei den Eiern bemerk- 
bar, die 7 Stunden lang nach der Siurebehandlung im Seewasser 
gewesen waren. Nach einem Aufenthalt von 24 Stunden im 
Seewasser waren die Eier praktisch wieder normal geworden, 
d. h. sie schwammen mehrere Tage lang an der Oberflaiche der 
Probelésung (50 com 3 m-NaCl-- 1 ccm 2*/, m-CaCl,). 

Es wurde dann versucht, ob die schadigende Wirkung 
einer *°/, m-CaCl,-Lésung ebenfalls umkehrbar ist. Eine groBe 
Zahl von Eiern wurde in eine *), m-CaCl,-Lésung gebracht 
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und eine Portion derselben nach 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 
13, 15 und 16 Minuten in Seewasser iibertragen. Alle blieben 
24 Stunden lang in dem Seewasser und wurden dann in die 
hypertonische Probelésung iibertragen. Es zeigte sich, daB ein 
Teil der Eier (nicht alle), die 13 Minuten oder weniger der 
20/, m-CaCl-Lésung ausgesetzt gewesen waren, sich nahezu vdllig 
erholt hatten. Man muB beriicksichtigen, daB eine '°/, m-CaCl,- 
Lésung die Durchgiingigkeit der Eihaut rascher schiidigt als 
eine "/,,,.-Losung von HCl oder H,SO,. 

Auch die schidigende Wirkung des Alkohols ist umkehr- 
bar. Eier waren 91 Minuten in eine Lésung von Athylalkohol 
gebracht worden, deren Konzentration durch ein Versehen nicht 
genau bestimmt wurde, die aber vermutlich ein wenig starker 
als grammolekular war. Die Eier wurden dann in Seewasser 
ubertragen, und nach 0, 7, 30, 130 und 292 Minuten wurden 
je vier Eier in die Probelésung iibertragen. Die Eier, die 0, 
7 und 30 Minuten im Seewasser gewesen waren, sanken in 
der Probelésung ungefihr gleich schnell. Drei der Eier aber, 
die 130 Minuten in dem Seewasser gewesen waren, zeigten 
volistandige Erholung und schwammen mehrere Tage lang an 
der Oberfliche der Probelésung. 

Diese Versuche mégen geniigen, um zu zeigen, daB die 
Erhohung der Durchgingigkeit der Eimembranen ein umkehr- 
barer Vorgang ist. 


XII. Uber die Rolle der Salze bei der Umkehr der 
Permeabilititsinderung. 

In den eben beschriebenen Versuchen waren die Eier zur 
Erholung in Seewasser gebracht worden. Wasteneys und ich 
hatten gefunden, daB Fundulus gréBere plétzliche Temperatur- 
erhéhungen ertragen kénnen, wenn der Fisch im Seewasser, 
als wenn er sich in destilliertem Wasser befindet'). Da die 
Méglichkeit vorlag, daB8 hierbei Anderungen der Permeabilitit 
des Epithels eine Rolle spielen, so stellte ich Versuche dariiber 
an, ob sich die Funduluseier in destilliertem Wasser und in 
verschiedenen Salzlésungen ebenso rasch erholen als im See- 
wasser. 


1) Journ. of Exper. Zoology 12, 543, 1912. 
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Diese Versuche ergaben nun das merkwiirdige Re- 
sultat, daB in destilliertem Wasser die Eier mit ge- 
schidigter Membran zwar dauernd am Leben bleiben, 
sich weiter entwickeln und ausschlipfen, daB aber 
die Anderung der Durchlassigkeit im destillierten 
Wasser praktisch nicht umkehrbar ist. 

In all den Versuchen iiber Reversibilitat, die im vorigen 
Abschnitt erwihnt wurden, wurden immer Parallelversuche 
derart angestellt, daB die eine Hialfte der Eier nach der Be- 
handlung mit Saéure oder Alkohol in Seewasser, die andere 
Hilfte in destilliertes Wasser gebracht wurde, um zu priifen, 
ob sich hier die normale Undurchlassigkeit der Eihaut in beiden 
Fallen gleich schnell wieder herstellen wiirde. 

Eier wurden 57 Minuten lang einer ®/,,,.-HCl-Losung aus- 
gesetzt und dann wurde ein Teil in Seewasser, der Rest in 
destilliertes Wasser gebracht, um zu ermitteln, ob in beiden 
Lésungen die Erholung gleich schnell vonstatten ginge. Nach 
22 Stunden wurden je 4 Eier in die Probelésung gebracht. 
Die Eier, die 22 Stunden im Seewasser gewesen waren, hatten 
sich vdéllig erholt, sie schwammen zum Teil 4 Tage lang in 
der Probelésung. Die Eier aber, die 22 Stunden im destillierten 
Wasser gewesen waren, sanken schon in weniger als 7 Stunden 
in der Probelésung. Im destillierten Wasser war also die durch 
Saure verursachte Erhéhung der Durchlassigkeit de® Membran 
nur zu einem geringen Teil riickgingig geworden. Wenn die 
Eier 2 bis 3 Tage zur Erholung in destilliertem Wasser blieben, 
so sanken sie noch rascher in der Probelésung. Man gewinnt 
also den Eindruck, da8 in destilliertem Wasser anfangs eine 
geringe Erholung stattfindet, die aber bei lingerem Aufenthalt 
wieder schwindet. 

Ein Teil der Eier, die 40 Minuten lang mit "/,,,,-H,SO, 
vorbehandelt waren, wurde in Seewasser, der Rest in de- 
stilliertes Wasser gebracht. Nach 21 Stunden wurden 4 Eier 
aus dem destillierten Wasser in die Probelésung iibertragen. 
Nach weniger als 5 Stunden waren alle diese Eier am Boden. 
Die zur Erholung in Seewasser gebrachten Eier schwammen 
zum Teil noch nach 4 Tagen an der Oberfliche der Probe- 
losung. Auch wenn die Eier zur Erholung mehrere Tage in 
dem destillierten Wasser blieben, so trat keine Umkehr der 
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in der Saéurelésung erfolgten Erhéhung der Durchiassigkeit ein. 
Die Eier aber waren sonst vollig normal und entwickelten sich 
in destilliertem Wasser weiter. 

Genau so verhielten sich die Eier, deren Durchlassigkeit 
durch andere Stoffe, nimlich HgCl, oder Alkohol, erhéht war. 
Wurden die Eier aus diesen Lésungen genommen, ehe die 
Embryonen tot waren, als aber die Durchlissigkeit der Membran 
beteits stark erhéht war, so trat nach einigen Stunden eine 
Erholung der Eihaut ein, wenn die Eier in Seewasser gebracht 
wurden; wurden aber die Eier in destilliertes Wasser gebracht, 
so trat anfangs eine sehr geringe Erholung ein, die aber als- 
bald wieder vollig zuriickging. 

Es entstand nun die Frage, ob die Alkalinitaét des See- 
wassers oder der Salzgehalt fiir diese Erholung verantwortlich 
sei. Versuche ergaben, daB die Eier sich in einer neutralen 
m/,-Lésung von NaCl-+KCl+-CaCl, ungefiihr ebenso rasch 
und vollstandig erholen wie in Seewasser. 

Wir gewinnen den Eindruck, da8 im Leben der Zelle 
Anderungen der Durchlassigkeit haufig eintreten, daB dieselben 
aber umkehrbar sind und da8 diese Umkehrbarkeit von der 
Gegenwart von Salzen herriihrt. 


XIII. Die Erhéhung der Durchlissigkeit der Eimembran 
durch destilliertes Wasser. 


Die im vorigen Abschnitt erwihnten Versuche deuteten 
bereits darauf hin, da8 das destillierte Wasser selbst die Durch- 
gangigkeit der Eihaut erhdéht. Das wiirde deshalb auffiallig 
sein, weil die Eier von Fundulus sich in destilliertem Wasser 
vollig normal entwickeln und ausschliipfen kénnen’). Es wurde 
nun folgender einfache Versuch ausgefiihrt: Eine Kultur von 
Eiern wurde 2 Tage nach der Befruchtung in 2 Teile geteilt. 
Ein Teil der Eier blieb im Seewasser, der Rest wurde in de- 
stilliertes Wasser iibertragen. Nach verschiedenen Intervallen 
wurden je 4 Eier in die Probelésung iibertragen und fest- 





1) Man muB bei Versuchen in destilliertem Wasser die Vorsicht 
gebrauchen, die abgestorbenen Eier sofort zu entfernen, da sich sonst 
rasch hier Pilze bilden, die die noch lebenden Kier infizieren. Das Uber- 
sehen dieses Umstandes hat wohl einige Autoren zu dem irrigen SchluB 
gefiihrt, da8 die Funduluseier nicht in destilliertem Wasser ausschliipfen. 

Biochemische Zeitschrift Band 47. 11 
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gestellt, wie lange die Eier oben schwimmen. Tabelle XXI 
gibt das Resultat fiir destilliertes Wasser. 


Tabelle XXI. 








Dauer des Auf- Zeit, die die Eier 
enthaltes der Eier| an der Oberfliche der Probelésung 
in dest. Wasser schwimmen 
1 Tag $+ Stunden 
< 48 . 
‘ > 10 « 
2 Tage ; a Stunden 
ar >10 o 
3 Tage - 4 Stunden 
4 Tage 2 sinken in weniger als 10 Stunden, 
8 der Rest » ” » 24 ” 
5 T 3 sinken in weniger als 8 Stunden, 
o age i 9 
das vierte » - » 24 . 
7 Tage 6 Stunden 
8 Tage 4 Stunden 


Die Eier, die im Seewasser geblicben waren, schwammen 
in der Probelésung wie gewéhnlich 3 Tage oder linger. Nur 
gegen die Zeit des Ausschliipfens wird auch hier die Durch- 
giingigkeit der Membran erhdht. Es ist also sicher, daB die 
Durchlassigkeit der Eihaut durch das destillierte Wasser lang- 
sam, aber stetig zunimmt'). Da’ Mikroorganismen hierfiir ver- 
antwortlich sein kénnten, ist méglich, aber nicht sehr wahr- 
scheinlich, weil die Resultate so regelmaBig waren. Es ist auch 
méglich, daB es sich hier nicht oder nicht bloB um eine Wir- 
kung des destillierten Wassers selbst, sondern um eine Wir- 
kung der CO, handelt; im Seewasser wird die Siure neutrali- 
siert, und selbst in einer neutralen Salzlésung hemmt die Gegen- 
wart des Salzes die Saéurewirkung auf die Membran. 


XIV. Das Verhalten toter Eier. 


Es ist lange bekannt, daB die Durchlassigkeit der Zellen 
mit dem Tode erhéht wird. So lange es sich um die Durch- 
lissigkeit des Protoplasmas handelt, ist das leicht zu verstehen. 


1) In einem Versuche, in dem eine 2°/, m-Lésung von (NaCl + KCl 
-+-CaCl,) als Probelésung benutzt wurde, war die Erhéhung der Per- 
meabilitat der Eihaut nicht so betrichtlich wie in dem vorher zitierten 
Versuche. 
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Es interessierte mich, wie es sich mit der Eihaut des Fisch- 
embryos verhilt, die ja nur eine lose Hiille um den Embryo 
und Dotter bildet und mit dem letzteren in keinem direkten 
Zusammenhang steht. Es wurden Versuche mit einer 4°/,igen 
Formaldehydlésung gemacht, die als Konservierungsfliissigkeit 
fiir Tiere dient. Nach 25 Minuten standen die Herzen der 
Embryonen still, zum Zeichen, daB ein wenig der Lésung schon 
in das Ei eingedrungen war. Eier, die 30 Minuten in dieser 
Lésung gewesen waren, sanken in der Probelésung schon nach 
70 Minuten zu Boden. Ein Teil der Eier blieb 24 Stunden 
in der Lésung und es wurde untersucht, ob nun die Eihaut 
undurchgingiger geworden sei. Das war aber nicht der Fall; 
die Eier sanken in der Probelésung in weniger als 50 Minuten 
zu Boden. In einem anderen Falle wurden Eier 4 Stunden 
lang in eine 9/,,,,-HCl-Lésung gebracht. Die Eier waren un- 
durchsichtig und geschwollen, die Saure war also in das Innere 
gedrungen. Wenn diese Eier in die Probelésung gebracht 
wurden, so sanken sie in 5 Minuten oder noch schneller. 
Dabei fand eine kolossale Schrumpfung statt. Die Membran 
war jetzt fiir Wasser leicht durchgingig, fiir Salze aber wohl 
etwas weniger leicht, daher die Schrumpfung. 

In allen diesen Fallen aber ging die Anderung der Durch- 
lassigkeit der Membran dem Tode der Tiere vorauf, und so 
werfen diese Versuche kein Licht auf die Frage, ob das Ab- 
sterben des Embryos die Durchgingigkeit der Eihaut erhdht, 
etwa in der Weise, daB der lebende Embryo fortwihrend Stoffe 
produziert, welche zur Erhaltung der Eihaut beitragen, oder 
da der Tod des Embryos zur Bildung oder Nichtzerstérung 
von Stoffen fiihrt, die die Durchgingigkeit der Eihaut erhéhen. 

Um diese Frage zu priifen, wurden eine Reihe von Eiern, 
die 10 Tage vorher befruchtet waren, in folgende zwei Lésungen, 
in */, m-KCl und in °/, m-NaCl, verteilt. Wahrend die frisch be- 
fruchteten Eier rasch in einer reinen °/, m-NaCl-Lésung sterben 
(weil die Membran unmittelbar nach der Befruchtung sehr durch- 


giangig ist), ist dieselbe Lésung einige Tage nach der Befruch- 

tung fast unschidlich, weil inzwischen die Mikropyle oder die 

Membran im Seewasser hinreichend undurchgaingig und wider- 

standsfahig geworden ist. Die Eier, die in die °/, m-NaCl-Lé- 

sung gebracht wurden, waren in dieser Lésung noch nach 
11* 
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10 Tagen am Leben, d. h. Herzschlag und Zirkulation war bei 
ihnen erhalten. Bei den Eiern dagegen, die in die °/, m-KCI- 
Lésung itibertragen wurden, stand die Zirkulation bei allen 
schon in weniger als 5 Stunden still. Etwas KCl war also durch 
diese Membran gedrungen und hatte das Herz zum Stillstand 
gebracht. Nun sterben die Embryonen, wie ich vor 20 Jahren 
zeigte, nicht sofort, wenn der Herzschlag erlischt, was man da- 
dureh zeigen kann, daB dieselben sich wieder erholen, wenn sie in 
normales Seewasser gebracht werden. Aber diese Periode latenten 
Lebens ist doch beschrinkt. Nach verschiedenen Intervallen 
wurden je 4 Eier aus beiden Lésungen genommen und in die 
Probelésung (50ccm 3 m-NaCl -+- 1 ccm 2?/, m-CaCl,) iibertragen. 

Es zeigte sich nun, daB die Eier, die bis zu 4 Tagen in 
der °/, m-NaCl-Lésung gewesen waren, keine Erhohung der 
Durchgiangigkeit zeigten, wenn sie in die Probelésung gebracht 
wurden. Sie schwammen 3 Tage oder linger an der Ober- 
fliche. Nach 4 Tagen aber befanden sich die Eier, die in der 
KCl-Lésung geblieben waren, im Zustand der Faulnis und die 
Eier sanken in der Probelésung in 5 bis 10 Minuten. Freilich 
kénnte man das auf eine Erhédhung der Durchgingigkeit der 
Membran durch Bakterien beziehen. Aber bereits nach einem 
Aufenthalt von 3 Tagen in der */, m-KCl-Lésung zeigten die 
Eier eine Erhéhung der Durchgangigkeit, indem sie in weniger 
als 24 Stunden in der Probelésung zu Boden sanken. 

Diese Versuche stiitzen doch vielleicht den Gedanken, daB 
die Anderung gewisser chemischer Prozesse im Ei, die mit dem 
Eintritt des Todes stattfindet, auch eine Erhéhung der Durch- 
lassigkeit der Membran herbeifiihrt. 


XV. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Aufgabe der Arbeit war die weitere Priifung der Theorie 
antagonistischer Salzlésungen, wonach die antagonistischen Salze 
die Erhéhung der Durchgingigheit der Membran hindern, die 
jedes oder eines der Salze bedingt, wenn es in derselben Kon- 
zentration allein in Lésung ist. Diese Priifung wurde am Ei 
von Fundulus durchgefiihrt, an dem die Daten fiir die Auf- 
stellung dieser Theorie seinerzeit gewonnen waren. Als physio- 
logisch aquilibrierte Salzlésungen werden solche Lésungen be- 
zeichnet, in denen diese antagonistische Wirkung ein Maximum ist. 
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2. Es wird eine Methode zur Untersuchung der Erhéhung 
der Durchgangigkeit der Eihaut angegeben, die darauf beruht, 
daB die Eihaut fiir Wasser und Salze normalerweise undurch- 
gangig ist. Bringt man befruchtete Eier von Fundulus in eine 
Lésung von 50 ccm 3 m-NaCl -+- 2 cem ?°/, m-CaCl,, so schwimmen 
die Eier etwa 3 Tage an der Oberfliiche dieser Lésung. Erst 
allmahlich erhéht diese stark hypertonische Lésung die Durch- 
gingigkeit der Membran und infolgedessen beginnen die Eier 
nach etwa 3 Tagen zu schrumpfen und infolge der Erhéhung 
ihres spezifischen Gewichtes zu Boden zu sinken. 

3. Bringt man die Eier in eine Lésung nur eines der 
folgenden Salze, MgCl,, CaCl,, SrCi, und BaCl, in Konzen- 
trationen von m bis 2'/, m, so schrumpfen und sinken die Eier 
von Fundulus in etwa*/, Stunde, und zwar um so rascher, je 
hoher innerhalb der angegebenen Grenzen die Konzentration 
der Lésung ist. Bringt man die Eier in 3 m-Lésungen von NaCl 
(oder KCI oder LiCl), so sinken dieselben in etwa 3 bis 4 Stun- 
den. Alle diese Lésungen sind nicht iquilibrierte Lésungen. 
Bringt man die Eier aber in eine Mischung von 50 ccm 
3 m-NaCl -+- 2 ccm 2'/, m-CaCl,, so schwimmen die Eier, wie 
erwahnt, 3 Tage oder linger in der Lésung. 

4. Es la8t sich allgemein zeigen, daB in physiologisch 
aquilibrierten Salzlésungen die Durchlassigkeit der Eimembran 
nur sehr langsam, in nicht aquilibrierten Lésungen dagegen 
sehr rasch erhéht wird. In meinen friiheren Versuchen habe 
ich gezeigt, daB in einer reinen NaCl-Lésung der Embryo von 
Fundulus rasch getétet wird, daB aber der Zusatz von einer 
kleinen Menge eines Erdalkalisalzes diese giftige Wirkung des 
NaCl (oder irgendeines anderen Salzes der Alkalimetalle) auf- 
hebt. Die neuen Versuche zeigen, daB der Zusatz einer be- 
stimmten, aber kleinen Menge eines Salzes der Erdalkalien zu 
einer 3 m-NaCl-Lésung die Erhéhung der Durchgingigkeit er- 
heblich verzégert. In einer 2'/, m-Lésung von NaCl-+ KCl 
-+- CaCl, schwammen manche Kier 11 Tage lang an der Ober- 
fliche der Lésung, wahrend in einer 2'/, m-NaCl-Lésung die Eier 
schon nach etwa 6 Stunden oder noch friiher zu Boden sanken. 

5. Es wird ein Versuch gemacht zu entscheiden, ob die 
EiweiBkorper der Eihaut fiir die Durchgingigkeit der Membran 
fiir Wasser und Salze in Betracht kommen. Fiir EiweiSkérper 
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ist der Antagonismus zwischen Sauren und Salzen charakte- 
ristisch und auBerdem die Erfahrung, daB dieser Antagonismus 
im System H,SO,—Na,SO, viel vollstindiger ist als im System 
HCi—NaCl. Es wird nun in dieser Arbeit gezeigt, daB eine 
kurze Behandlung der Eier mit Séure die Durchgingigkeit der 
Eihaut fiir Wasser (und vielleicht auch fiir Salze) rasch erhéht; 
daB Salze diese Erhéhung der Durchgangigkeit der Eihaut 
hemmen, resp. verzégern, und daB diese Hemmung im System 
H,SO,—Na,SO, viel vollstandiger ist als im System HC]l— NaC. 
Daraus wird gefolgert, daB die Erhéhung der Durchgiangigkeit 
der Eihaut fiir Wasser und Salze durch eine Modifikation der 
EiweiBkérper der Membran bedingt wird. 

6. Wenn dieser Schlu8 richtig ist, so ist Grund fiir die 
Vermutung vorhanden, daB der Austausch von Wasser und 
wasserloslichen Bestandteilen zwischen Zellen und umgebender 
Fliissigkeit eine Funktion der EiweiBbestandteile der Membran ist. 

7. Alkohole erhGhen ebenfails die Durchgiangigkeit der 
Eihaut von Fundulus, und zwar ist die Geschwindigkeit, mit 
der die verschiedenen Alkohole die Durchlissigkeit erhdhen, fiir 
jeden folgenden Alkohol angenihert dreimal so gro8 wie fiir 
den voraufgehenden derselben Reihe. Das weist darauf hin, 
daB fiir die Wirkung der Alkohole auf die Durchgingigkeit 
fettartige Bestandteile der Membran in Betracht kommen. 

8. Die Erhéhung der Durchlassigkeit der Membran ist 
umkehrbar, so lange dieselbe nicht zu weit fortgeschritten ist. 
Aber eine voéllige Erholung des Eies tritt nur in Salzlosungen, 
z. B. Seewasser resp. ™/,-(NaCl-+-KCl-—-CaCl,) ein. Bringt 
man die Eier beispielsweise nach einer kurzen Siurebehandlung, 
die die Durchgingkeit der Eier erheblich erhéht, aber die 
Embryonen nicht tétet, in Seewasser, so erholen sich die Eier 
in wenigen Stunden, d. h. sie sind imstande, an der Oberfliche 
einer Mischung von 50 ccm 3 m-NaCl-+-2 cem *°/, m-CaCl, 
3 Tage lang zu schwimmen. Bringt man die Eier aber in 
destilliertes Wasser, so bleiben sie hier am Leben und die 
Fische kénnen auch ausschliipfen, aber sie gewinnen ihre Un- 
durchgiingigkeit nicht wieder. Wenn man solche Eier aber in 
50 cem 3 m-NaCl +-2 cem *°/, m-CaCl, bringt, so sinken sie in 
wenigen Stunden. 
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Uber die diastatische Kraft des menschlichen Mund- 
speichels. 
Von 
Goichi Hirata, Mihara, Bingo (Japan). 


(Eingegangen am 5. November 1912.) 


Obwohl iiber Ptyalin, d.h. das diastatische Ferment des 
Mundspeichels, von vielen Autoren eingehende Forschungen 
gemacht worden sind, so stimmen deren Resultate doch in 
mancher Hinsicht nicht tiberein. Zudem kann man auch wohl 
vermuten, daB in dem Speichel von uns Japanern, die pflanzen- 
reichere Kost als die Europier bekommen, auf die diastatischen 
Fermente héchstwahrscheinlich ein héherer Wert zu legen sei. 

Dai die diastatischen Fermente des Speichels bei den 
Herbivoren stets weit stirker wirken als bei den Carnivoren, 
ist ja eine schon bekannte Tatsache. 

Demnach sollten meine Untersuchungen folgende Fragen 
losen: 

1. Behalt die diastatische Kraft des menschlichen Mund- 
speichels durch den ganzen Tag stets denselben Wert? 

2. Ubt die Art der Nahrung auf die diastatische Kraft 
einen EinfluB aus? 

3. Wie gestaltet sich das Verhaltnis zwischen dem Quantum 
des produzierten Speichels und der diastatischen Energie? 

4. Haben Lebensalter und Geschlecht EinfluB auf die 
diastatische Energie? 

5. Ist die diastatische Kraft bei Gesunden und Kranken 
verschieden? 


Da iiber diese Fragen die Meinungen der Autoren heute 
noch weit auseinandergehen, nahm ich folgende Versuche vor, 
wozu ich mich des gemischten Mundspeichels bedienen muBte, 
weil das Ptyalin ganz rein darzustellen heute noch nicht gelingt. 
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Vor der Gewinnung des Speichels lieB ich jede Person 
stets mit Aqua dest. erst griindlichst den Mund spiilen und in 
ein Becherglas das nétige Speichelquantum (10 bis 20 ccm), 
das durch mit der Zunge ausgefiihrte saugende Bewegungen 
frisch produziert wird, auffangen. Das Speichelquantum wurde 
dann 30 bis 40 Minuten lang ganz ruhig im Becherglase stehen 
gelassen und der obere klare Saft fiir den Zweck meiner Ver- 
suche mit der Pipette abgenommen. Der Speichel wurde in 
wenigen Fillen bald durch Glaswolle filtriert, bald mittels 
Zentrifuge von etwaigen Beimengungen befreit, ohne daB diese 
Vorbehandlung irgendeinen EinfluB auf das Resultat gehabt 
hatte. 

Deshalb machte ich die Versuche in den meisten Fallen 
mit dem oberen klaren Saft, der durch 30 bis 40 Minuten 
langes Stehen im Becherglase sich spontan geklart hatte. 

Unter den vielen Methoden zur Bestimmung der dia- 
statischen Kraft, die uns schon bekannt sind, bediente ich 
mich der von Wohlgemuth’) angegebenen Methode, die sich 
auch fiir meine Speicheluntersuchung vorziiglich eignete. 

1. Behalt die diastatische Kraft des menschlichen 
Speichels durch den ganzen Tag immer denselben 
Wert? 

Zur Lésung dieser Frage haben meines Wissens schon 
Hofbauer’), Schiile*), Miller‘), Fricker®) und Wohl- 
gemuth*) Versuche angestellt. Die Resultate der drei erst- 
genannten Autoren stimmen darin gut iiberein, daB die dia- 
statische Kraft des menschlichen Speichels vom Morgen bis 
zum Mittag ansteigt, um gegen Abend wieder zu sinken, daB 
somit sukzessive die diastatische Kraft des menschlichen Speichels 
nach den Tageszeiten schwankt. 

Fricker konnte aber die Resultate von Hofbauer, 
Schiile und Miiller nur bei dem im niichternen Zustande 
des Morgens produzierten Mundspeichel bestaétigen und kam 


1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
®) Hofbauer, Arch. f. d. ges. Physiol. 65, 503, 1897. 

3) Schiile, Arch. f. Verdauungskrankh. 5, 165, 1899. 

*) Miller, Dissert., Freiburg 1899. ‘ 

5) Fricker, Arch. f. Verdauungskrankh. 16, Heft 4, S. 2 bis 3, 1910. 
6) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 10, 1909. 
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mit dem unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme gewonnenen 
Speichel zu einem anderen Resultat: die diastatische Kraft. 
die im niichternen Zustande des Morgens herabgesetzt ist, er- 
reicht namlich sofort nach dem Friihstiick dieselbe Starke wie 
vor und unmittelbar nach der Mittagsmahlzeit. 

Diese Resultate der genannten Autoren konnte Wohl- 
gemuth nicht bestatigen, vielmehr fand er eine groBe Regel- 
losigkeit hinsichtlich der diastatischen Kraft des Speichels. 

Um die Frage zu entscheiden, habe ich also den Mund- 
speichel, der von einem gesunden Mann und zwei gesunden 
Frauen genommen wurde, gepriift. 

Das Resultat ist wie folgt: 


Tabelle I. 


A. Die diastatische Kraft des im niichternen Zustande am 
Morgen produzierten Mundspeichels. 





Detem M1 | weet | Me 











1910 Mannlich | Weiblich | Weiblich Anmerkung 
a. ae Ds 160 | Ds’ 6640 | DE 160 ms. : * Jahre alt 
Ry » 320 | . seol e w0or*?™ * » 
12. VIIL > 160) » 160) » 160 
14, VIL » 160; » 160, » 160 

ON Vi ‘| » 640! » 160) » 640 
m vom | | 1p | oto] + 00 
17. VIL - 160] » 640 | » 160 








Wie aus diesem Resultat ersichtlich, ist die diastatische 
Kraft 14mal D3q 160, d.h. 1 ccm Speichel war bei 38° in 
30 Minuten imstande, 160 ccm einer 1°), igen Starkelésung zu 
verdauen, und 2mal pe 320, 5mal D5, 640. 

Wir wissen also, daB der im niichternen Zustande ab- 
gesonderte Mundspeichel des gesunden Menschen in der gréBten 
Zahi der Fille in 30 Minuten 160 ccm einer 1°/, igen Starke- 
lésung zu Dextrin abbauen kann, aber manchmal 320 ccm oder 
auch 640 ccm. 
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Hieraus kann man folgenden SchluB ziehen: 

Die diastatische Kraft des im niichternen Zustande morgens 
von gesunden Menschen abgesonderten Speichels schwankt 
zwischen D3; 160 und D3 640. 

Um die Frage, welche Unterschiede in der diastatischen 
Kraft zwischen dem morgens niichtern sezernierten Speichel 
und dem unmittelbar nach dem Friihstiick sezernierten vor- 
handen sind, zu entscheiden, untersuchte ich den Speichel der 
genannten drei Menschen weiter und gelangte zu folgendem 
Resultat: 


Tabelle L. 
B. Die diastatische Kraft des unmittelbar nach dem Frih- 
stiick sezernierten Speichels. 





Datum Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 A kun 
1910 Mannlich | Weiblich Weiblich slit ae 

75 20’ vorm 38° 38° 16 38° ~ 160 | Alle sind dieselben 
16. VIL Dgo 640 | Dgq 160 | Dgo 160 Individuen wie in 

obit y Tab. I A. 

7 A “a - 390 = 320 . 160 ’ 

7h OS vo 

7 A aan ‘ 160 a 640 ” 640 

"h acy 7( 

"90. VIL » 160; » 160) » 640 

"bh 20/ « ) 

‘oe a 160 - 160 . 640 








Aus obiger Tabelle geht hervor, daB die diastatische Kraft 
des morgens niichtern abgesonderten Speichels gegen den un- 
mittelbar nach dem Friihstiick sezernierten stets denselben 
Wert hat. Bei dieser Untersuchung fand ich nimlich 9mal 
D3’ 160, 2mal D3 320 und 4mal De 640. 

Ich konnte also hier die Frickersche AuBerung: ,,Die 
diastatische Kraft, die im morgens niichtern gewonnenen Speichel 
herabgesetzt ist, erreicht sofort nach dem Friihstiick denjenigen 
Grad von Wirksamkeit, wie ihn der Speichel vor und un- 
mittelbar nach der Mittagsmahlzeit besitzt“, nicht bestatigen. 

Aus diesem Befunde kénnen wir folgendes resiimieren: 

Die diastatische Energie des von Gesunden abgesonderten 
Mundspeichels schwankt, ganz gleichgiiltig ob vor oder un- 
mittelbar nach dem Essen, stets zwischen D3y 160 und )) 4 640. 
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Dann setzte ich meine Versuche fort, um die Frage zu 
entscheiden, ob die diastatische Kraft wirklich vom Morgen 
bis zum Mittag allmahlich ansteigt. Ich bediente mich dazu 
des Mundspeichels der genannten drei Individuen, und 5 Tage 
lang lieB ich sie regelmaBig um 7 Uhr friihstiicken, wie ge- 
wohnlich. Nach dem Friihstiick wurde ihnen der Speichel 
vormittags 4mal (um 8, 9, 10 und 11 Uhr) abgenommen, und 
der Speichel jedes von den Dreien wurde im ganzen 2(0mal 
untersucht. So konstatierte ich als Resultat der 60maligen 
Untersuchung 49mal D$° 160, 5mal D3*’ 320 und 6mal 
pe’ 640. 

Also stimmt mein Resultat mit dem von Wohlgemuth 
iiberein, weicht aber von dem von Hofbauer, Schiile, Miiller 
und Fricker ab, und ich méchte daraus folgenden Satz auf- 
stellen: 

Abgesehen davon, daB die diastatische Kraft des von 
Gesunden produzierten Mundspeichels stets physiologische 
Schwankungen im Verlaufe des Tages aufweist, kann man 
keine zeitlichen Einfliisse im Vormittag konstatieren, wodurch 
die diastatische Kraft vom Morgen bis zum Mittag sukzessive 
an Starke zunimmt. (Es fehlen Tagesschwankungen.) 

Weiter habe ich die Frage, ob tatsichlich der Speichel 
den stirksten Grad von Wirksamkeit unmittelbar vor und nach 
der Mittagsmahlzeit besitzt, dann aber im weiteren Verlauf der 
Tageszeit wieder regelmaBig an Wirksamkeit abnimmt, gepriift. 

Dazu untersuchte ich 5 Tage lang wieder den Mund- 
speichel der genannten drei Menschen. 


Tabelle I. 
C. Die diastatische Kraft des vor der Mittagsmahlzeit pro- 
duzierten Mundspeichels. 





Datum Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Anmerkung 
1910 Mannlich Weiblich | Weiblich 


11°50’ vorm. 


7. 1X 38° 38° g99 | 738° 3 Lebensjahre der drei 
‘ . ame 6 » 820) — oa i] 
ee Diy } 0 Dao | Dio Individuen sind die- 








iS. » 16€0| » 820] n» 160 = 
tee > a a 
22. » , 2. 1 + Cer. = > 
24. » s 160 = 160 160 Mittagsessen stets 


punkt 12 Uhr 
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Tabelle IL. 
D. Die diastatische Kraft des nach der Mittagsmahlzeit 
produzierten Mundspeichels. 





Datum Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Anmerkung 
1910 Mannlich Weiblich Weiblich 
6" 40’ nachm 
17. XI. D3’ 320 | pss? 160 | D3? 160 
18. » * 160 “ 160 ~ 160 
19. » * 160 S 320 - 640 
22. » “ 160 * 320 “ 160 
24. » ” 160 ” 160 ~ 320 








Wenn wir einen Blick auf die obigen Tabellen werfen, to 
kénnen wir finden, daB meine Ergebnisse von denen von 
Schiile und Miiller stark abweichen. Die beiden Autoren 
sind nimlich der Ansicht, daB die diastatische Wirkung vor 
der Mahlzeit gew6hnlich schwacher ist als nach derselben, und 
daB ihr Maximum vor dem Mittagsessen erreicht wird. Ich 
finde aber in der diastatischen Kraft keinen Unterschied 
zwischen dem vor und unmittelbar nach dem Mittagsessen pro- 
duzierten und dem nach dem Frihstiick und noch in jeder 
Vormittagsstunde sezernierten Mundspeichel. Wie wir schon 
aus Tabelle A und B gesehen haben, schwankt DS auf den 
Tabellen C und D auch zwischen 160 und 640. 

Weil einerseits Hofbauer 4 Stunden nach der Mittage- 
mahlzeit eine bedeutende Steigerung, andererseits Schiile und 
Miiller zwischen 11 und 3 Uhr das Maximum der diastatischen 
Kraft gefunden haben, nahm ich, um mir iiber diesen Punkt 
Aufschlu8 zu verschaffen, weiterhin folgenden Versuch vor: 
Ich bediente mich auch hier des Mundspeichels der oben ge- 
nannten 3 Personen; sie hatten 5 Tage lang stets Punkt 
12 Uhr die Mittagemahlzeit genommen, dann wurde ihr Speichel 
tiglich 5mal um dieselben Stunden (1, 2, 3, 4 und 6 Uhr) ge- 
sammelt und gepriift. 

Ich habe weiter durch 5 Tage den Speichel unmittelbar vor 
und nach dem Abendessen, das piinktlich um 7 Uhr genommen 
wurde, und noch um 8, 9 und 10 Uhr gepriift. Zuletzt stellte 
ich noch einen Versuch mit dem Speichel von.den 3 Personen 
an, um zu sehen, was fiir eine Wirksamkeit der nach ein- 
maligen Einschlafen produzierte Mundspeichel entfaltet. Zu 
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dem Zwecke gingen die Personen regelmaBig um 9 Uhr 30 Mi- 
nuten zu Bett, danach wurden sie in zwei Nachten um 12 Uhr, 
in drei Nachten um 1 Uhr aufgeweckt, um ilinen den Speichel 
zu entnehmen. 

Aus den oben genannten drei verschiedenen Versuchen 
geht hervor, daB auch hier no zwischen 160 und 640 (meist 
160) schwankt. Daraus schlieBe ich folgendes: 

Die diastatische Energie des Mundspeichels schwankt vom 
niichternen Zustand des Morgens bis nach dem Schlafe stets 
in nahezu bestimmten Grenzen, gleichgiiltig, ob bei niichternem 
oder vollem Magen, ob vor und nach der Nahrungsaufnahme, 
ob am Vor- oder Nachmittag oder bei Nacht. 

2. Ubt die Art der Nahrung auf die diastatische 
Kraft einen EinfluB aus? 

3. Wie gestaltet sich das Verhialtnis zwischen dem 
Quantum des produzierten Speichels und der dia- 
statischen Energie? 

Um zu wissen, welchen EinfluB die Art der Nahrung auf 
die diastatische Wirkung ausiibt, gab ich den 3 Personen 
10 Tage lang ausschlieBlich vegetabilische Kost, und die Unter- 
suchung des Speichels dauerte vom 3. Tage an 1 Woche. Wie 
ich schon betont habe, ist die diastatische Energie vom Morgen 
bis zum Abend und noch weiter bis zur Mitternacht stets die- 
selbe (abgesehen von minimalen Schwankungen!), doch wurde 
der Speichel immer nachmittags zwischen 3 und 4 Uhr ge- 
rammelt und gepriift. Das Resultat gebe ich in umstehender 
Tabelle (II A) wieder. 

Nach Abschlu8 dieses Versuchs wollte ich die diastatische 
Kraft des Mundspeichels von den 3 Personen bei animalischer 
Kost priifen. Weil sie alle jedoch die animalische Kost nicht 
langer als 3 Tage ertragen konnten, so muBte ich den Ver- 
such leider unterbrechen und an mir selbst mit meinem eigenen 
Mundspeichel fortsetzen. Dazu nahm ich vom 3. Tage vor 
Beginn des Versuchs an, der 1 Woche dauerte, 3mal taglich 
europiisches Essen; mein Speichel wurde auch nachmittags 
zwischen 3 und 4 Uhr gesammelt. 

Ich méchte hier noch bemerken, daB die diastatische Kraft 
meines Mundspeichels bei wiederholter Untersuchung stets 
zwischen 160 und 640 schwankt und meist 160 betragt. 
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Tabelle II. 


A. Die diastatische Kraft des bei absoluter vegetabilischer 
Kost produzierten Speichels. 





Datum Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 umeorkang 
1910 Mannlich | Weiblich | Weiblich 
® nachm. | p35? 160 Day 640 Dy’ 160 
3" nachm. “ 160 ” 320 “ 160 
S. Ei. 
4" nachm » $320 ” 160 ” 320 
6. XI. 
3° nachm . 160 “ 160 ” 320 
et 
3° 30’ nachm “ 160 “ 160 - 160 
8. XI. 
3° 30’ nachm. - 640 . 160 “ 160 
9. XI. 
85 30’ nachm - 160 . 160 . 320 
10. XI 








Tabelle II. 
B. Die diastatische Kraft des bei animalischer Kost produ- 
zierten Speichels. 





pens Mannlich Anmerkung 
* x Djy 160 36 Jahre alt 
3° 30’ nachm. » 160 
14. XI. 
4® nachm. » 820 
15. XI. 
3® nachm. “ 160 
16. XI. 
4° nachm. » 640 
17. XI 
3® nachm. » 160 
18. XI. 
3® nachm. . 160 
19. XI. 








Wenn man das Resultat in Tabelle II, besonders A (Die 
diastatische Kraft des bei 10 Tage langer vegetabilischer Kost 
produzierten Mundspeichels) betrachtet, so kann man daraus 
ersehen, daB die diastatische Kraft bei der 21 maligen Unter- 
suchung 14mal 160, 5mal 320 und 2mal 640, also auch hier 
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meist 160 betrigt und nur selten zwischen 320 und 640 
schwankt. 

Zieht man dann Tabelle Il B (Die diastatische Energie 
des bei 10 Tage langer animalischer Kost sezernierten Speichels) 
in Betracht, so kann man, obwohl der Versuch ungeniigend 
und die Kost dabei keine absolute animalische war (es war 
doch gegen die absolute vegetarische Nahrung natiirlich ein 
groBer Unterschied!), auch bei animalischer Kost auBer den ge- 
wohnlichen physiologischen Tagesschwankungen keinen wesent- 
lichen Unterschied in der diastatischen Kraft des Speichels 
nach den Tageszeiten konstatieren. 

Also mein Ergebnis stimmt mit dem von Wohlgemuth, 
wonach die Art der Nahrung ohne EinfluB auf die Verdauungs- 
kraft ist, ganz iiberein. 

Da ich festgestellt habe, daB Gewiirze, z. B. Ingwer, Meer- 
rettich, Senf usw. auf die diastatische Kraft des Mundspeichels 
groBen EinfluB haben, so untersuchte ich wiederholt den Mund- 
speichel, der unmittelbar oder 1 Stunde nach Einnahme einer 
gréBeren Menge solcher Substanzen mit der Kost gesammelt 
wurde. 

Die Substanzen blieben aber ohne EinfluB auf die diasta- 
tische Kraft, nur da8 unmittelbar nach Einnahme die Sekretion 
des Speichels etwas zunahm. 

Wie Fricker konnte ich auch bestiatigen, daB die Speichel- 
driise durch auBere Reize, z. B. Tabakrauchen, angeregt wird. 

Ich habe deshalb den Mundspeichel tiber 15 mal ge- 
priift, der unmittelbar oder 1 Stunde nach ziemlich starkem 
Rauchen gewonnen wurde, und gefunden, daB D3) stets zwi- 
schen 160 und 640 schwankt. Ferner ergaben wiederholte 
Priifungen wihrend des Rauchens selbst dasselbe Resultat, 
trotzdem die Menge des sezernierten Speichels bedeutend ver- 
mehrt war. 


Ich konnte also auch auf diese Weise beweisen, dab die 
diastatische Energie unabhangig von dem Quantum des Speichels 
immer fast denselben Wert beibehalt. Zur Unterstiitzung dieser 
Beweisfiihrung hatte ich im Laufe meiner Untersuchungen zu- 
fallig Gelegenheit, einer Versuchsperson 2mal Pilocarpin ein- 
zuspritzen und den darauf gewonnenen Speichel auf seine dia- 
statische Kraft zu priifen. Auch hier kam, trotzdem das 
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Quantum der produzierten Speichelfliissigkeit recht stark ver- 
mehrt war, 4 160 bis 640 heraus. Natiirlich mu8 man reine 
Speichelfliissigkeit erst von dem Schleim zu trennen suchen, 
der bei Pilocarpingabe stets in groBer Menge von der Mund- 
hdéhle und dem Rachen zusammenflieBt. Sonst kann man nie 
zu einem zuverlassigen Resultate gelangen. 

Im Gegensatz hierzu nahm der Speichel von Kranken, die 
Atropin (Ext. Belladonnae) taglich einnahmen, an Menge ziem- 
lich stark ab. Trotzdem wies sein Fermentgehalt gar keinen 
Unterschied vom normalen Zustand auf. 

Im folgenden das Resultat meiner Untersuchung iiber die 
diastatische Kraft und das Quantum des Speichels an 5 Kranken, 
die ziemlich lange Zeit taglich Ext. Belladonnae eingenommen 


haben: 
Tabelle IIC. 





Dauer der |Quantum d. 


b.. ll. one 
Einnahme v.|in 20 Min. Diastatische 








Nr. Ext. Bella- | produziert. a Anmerkung 
donnae | Speichels Kraft 
Tage | eem 
1. Weiblich 7 3,0 Dp 160 | Dosis des Ext. Bel- 
2. . 14 2,5 Pa 160 |ladonnae 0,05 tag- 
3. Mannlich 21 2,8 » 160 lich 
4. Weiblich 24 3,5 * 160 
5. Miannlich 32 2,9 “ 160 


Da im normalen Zustande in 20 Minuten 4 bis 8 ccm Speichel 
ausflieBt, so zeigt das Speichelquantum der Individuen, die 
tiglich Ext. Belladonnae eingenommen haben, groBe Vermin- 
derung. Trotzdem hat D stets denselben Wert, wie es aus 
der Tabelle ersichtlich ist. Hieraus kann man folgendes 
schlieBen: 

Die diastatische Kraft des Mundspeichels ist von 
der Art der Nahrung und der Menge des abgesonderten 
Speichels unabhiangig. 

4. Hat die diastatische Kraft nach Geschlecht und 
Lebensalter einen Unterschied in der Starke? 

5. Ist die diastatische Kraft bei Gesunden und 
Kranken verschieden? ' 

Von dem miannlichen Geschlechte habe ich auBer den ge- 
nannten beiden, deren einer ich selbst bin, 19 Individuen im 
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Alter von 11 bis 78 Jahren als Versuchsobjekte benutzt und 
ihren Speichel nachmittags um 3 bis 4 Uhr gesammelt und 
je 5mal gepriift. Die Resultate sind im folgenden verzeichnet: 


Tabelle III. 








A. Mannlich. 





Nr. “9H Diastatische Kraft 
38° steel 160 im ie 

1 1]. Dao: 1» 640 
3 mal 160 
2 13. - 1 » 3820 
1 » 640 
* 3 mal 160 
71 oT > eae 

| 
4mal 160 
77.” T * ae 
5 21. | “ 5 mal 160 
6 99 : 4mal 160 
an 1 » 640 
* en | 3 1] 160 
f 23. ” peg 390 
3 mal 160 

9 

"i *L...°u eae 
ex | 4mal 160 
| © ee 
3 mal 160 
10 36. “ 1 » 820 
1 » 640 
11 39. ” 5 mal 160 
2mal 160 
12 43. ” 2» $20 
1 » 640 
13 57 , 5 mal 160 
F 4mal 160 
14 58. | a 1 » 640 
15 60. ” 5 mal 160 
| 4mal 160 
16 j 6. | * UL» 820 
4mal 160 
17 | 68. ”" Al» $20 
| 3 mal 160 
18 68. ” 1 » 320 
1 » 640 
19 69. , 5 mal 640 
‘ . 4mal 160 
20 70. | oo) 1 » 640 
3 mal 160 
21 | 7%. 2» 640 


Biochemische Zeitschrift Band 47. 


Anmerkung 


Gesund 
Beriberi 


Anchylostomiasis 


” 
” 


Hyperaciditat 
Uleus ventriculi 


Gesund 


Anadenia ventriculi 
Hyperaciditat 


Enteritis chronica 
Anadenia ventriculi 
Pyloruscarcinom 


Pylorusgeschwir 


Anchylostomiasis 


” 


” 


Arteriosklerose 
12 
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» 640 
» 820 
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Tabelle IL. 
B. Weiblich. 
— 3 — —__—_____—_—— — 
Nr. - -¥ Diastatische Kraft Anmerkung 
ost mal 160 
1 9. D3 2» 320 Tonsillenhypertrophie 
2» 640 
2 10. . oo a Catarrhus intestinalis acutus 
3 mal 160 
3 11. “ 1 » 820 Anchylostomiasis 
1 » 640 
4mal 160 
‘3 = " AQ» 640 . 
E 2mal 160 ’ 
5 17. » {3 500 Gesund 
3 mal 760 
6] 1% | » Lo" 399 . 
3 mal 160 
7 20. | “ 1 » 320 Magenatonie 
1 » 640 
8 21. | . — pon Anchylostomiasis 
y 23. n 5 mal 160 - 
oo | 1 mal 160 anal 
10 29. | , ws 390 Hyperaciditat 
‘ 4mal 160 
a) " Al» 320 . 
12 35. “ -— ao Magengeschwiir 
13 37. - { S ~~ } Anchylostomiasis 
3 mal 160 
14 39. ” 1 » 3820 n 
1 » 640 
15 40. | “ to ae Hyperaciditat 
16 41. “ 5 mal 160 Anadenia ventriculi 
17 42. . 5 mal 160 Arteriosklerose 
is | 48. : hee Beriberi 
3 mal 160 oe 
19 49, - pe 320 Anchylostomiasis 
3 mal 160 
20 52. - 1 » 3820 Hyperaciditat 
1 » 640 
2mal 160 
21 56. “ 1 Pyloruscarcinom 
2 
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Tabelle III (Fortsetzung). 








Nr. yy Diastatische Kraft Anmerkung 
22 67. 4 — = Anadenia ventriculi 
23 vee “ oe = Anchylostomiasis 
3 mal 160 
24 75 ” 1 » 320 Gesund 
1 » 640 
sla | Gwe . 








Von dem weiblichen Geschlechte untersuchte ich 25 Indi- 
duen im Alter von 9 bis 81 Jahren, von denen 2 bereits oben 
genannt sind. Ihr Speichel wurde, wie bei den miannlichen 
Versuchspersonen, zu denselben Stunden je 5 mal gepriift. Im 
vorstehenden sind die Ergebnisse zusammengestellt. 

Aus der obigen Tabelle geht deutlich hervor, daB in der 
diastatischen Kraft kein Unterschied zwischen dem miannlichen 
und weiblichen Geschlecht besteht. 

Wie es aber mit der diastatischen Kraft bei Individuen 
unter 9 Jahren und iiber 81 Jahren steht, kann ich vor der 
Hand aus Mangel an Material nicht entscheiden. Nach Bidder 
und Schmidt") sollen die Fermente bei menschlichen Neu- 
geborenen nur in der Parotis, und zwar in sehr sparlicher 
Menge vorhanden sein, und ich habe auch einst berichtet, daB 
der Gehalt aller menschlichen Organe an Diastase desto geringer 
ist, je weniger Zeit nach der Geburt verstrichen ist. 

Hieraus kénnen wir vermuten, daB die Diastasemenge des 
Mundspeichels bei Neugeborenen und Sauglingen geringer ist 
als bei Erwachsenen. 

Wie erwahnt, betrug der D-Wert des Speichels der 46 Per- 
sonen, die 9 bis 81 Jahre alt sind, als Minimum 160 und als 
Maximum 640, und hieraus kann man wohl den SchluB ziehen, 
daB die diastatische Energie unseres Speichels zwischen 160 
und 640 schwankt. 

Es ist noch zu bemerken, da8 unter den genannten 46 Per- 
sonen, denen ich*) den Speichel zur Untersuchung entnahm, 


1) Bidder und Schmidt, Verdauungssafte. Mitau u. Leipzig 1852. 
3%) Hirata, diese Zeitschr. 27, 385, 1910. 


12° 
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nur 7 als gesund galten, wihrend die anderen Kranke waren, 
die ich in meiner Sprechstunde untersuchte. 

Von diesen litten: 

2 Personen an Arteriosklerose, 

1 Person ~» Tonsillenhypertrophie, 
9 Personen » Hyperaciditat, 

1 Person » Enteritis acuta, 

4 Personen » Anadenia ventriculi, 
4 * » Uleus ventriculi, 

2 - » Carcinoma pylori, 

1 Person » Enteritis chronica, 
2 Personen » Beriberi, 

1 Person » Uleus pylori, 
11 Personen » Anchylostomiasis, 

1 Person ~» Atonia ventriculi. 

Hieraus kénnen wir ersehen, daB der Speichel, der den 
genannten 39 Patienten bei 12 verschiedenen Krankheiten ent- 
nommen wurde, gegen den der gesunden Personen keinen Unter- 
schied in der diastatischen Kraft aufweist, und da8 er sowohl 
bei enorm gesteigerter Absonderung von freier Salzsiure (H yper- 
aciditaét) als auch bei vélligem Fehlen von Magensaft (Anadenie) 
immer denselben Wert beibehalt. Ferner hat die Motilitat des 
Magens keinen EinfluB8 auf die diastatische Energie, wie bei 
Achylia oder Pyloruscarcinom. 

Ich méchte als Beispiel dafiir nur einen Fall anfiihren, 
bei dem der 1 Stunde nach dem Probefriihstiick gewonnene 
Magensaft trotz betriichtlich hohem Gehalt an Salzsaure die- 
selbe diastatische Kraft entfaltete wie in der Norm. Das Er- 
gebnis der Untersuchung des Magensaftes lautete: Chymifikation 
gut, viel Schleim, freie Salzsiure 81, Gesamtaciditaét 99. 

Ich habe weiter noch den Mundspeichel von 13 anamischen 
Patienten wiederholt untersucht, um zu sehen, welche Be- 
ziehungen zwischen Himoglobingehalt und diastatischer Kraft 
vorhanden sind. 

Das Resultat zeigt nebenstehende Tabelle IV. 

Bei dem Speichel von den 13 animischen Patienten mit 
ziemlich niedrigem Haimoglobingehalt schwankte D auch zwischen 
160 und 640; die diastatische Kraft mu8 also vom Hamoglobin- 
gehalt ganz unabhangig sein. 

Ich hatte zufallig Gelegenheit, bei 3 Frauen vor, wahrend 
oder nach der Menstruation ihren Speichel wiederholt zu priifen. 
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Tabelle IV. 








Hamogloblin- 
7 gehalt 2 
Nr. (nach Sabli) Diastatische Kraft 
"%y 3 
1 40 D3s’ 160 
2 60 » 160 
3 64 S 160 
4 60 | ” 160 
5 63 | » 820 
6 77 ~ 160 
7 50 ” 160 
8 65 * 160 
9 57 ” 160 
10 65 | » 640 
il 50 } ” 160 
12 35 | » 320 
13 48 | ” 320 





Da die diastatische Kraft ihres Speichels keine Besonderheiten 
gezeigt hat, so kann man sagen, daB sie von den Menses un- 
beeinfluBt bleibt. 

Daraus schlieBe ich folgendes: Die diastatische Kraft des 
Mundspeichels ist von Geschlecht, Lebensalter und Gesundheit 
ganz unabhaingig, und der D-Wert schwankt stets zwischen 
160 und 640. Hamoglobingehalt und Menstruation iiben auch 
keinen EinfluB auf die diastatische Energie aus. 

Obwohl tiber den Fermentgehalt des pathologisch ver- 
anderten Speichels meines Wissens schon Salkowski'), 
Simon’), Pini*) usw. Priifungen angestellt haben, so kann 
ich doch wegen Verschiedenheit der Versuchsobjekte ihre Re- 
sultate leider nicht mit den meinigen vergleichen. 

Wenn man meine Resultate betrachtet, kann man daraus 
folgenden SchluB ziehen: 

Meine Resultate decken sich mit denen von Wohlgemuth 
bleB in dem Punkte, daB die diastatische Kraft des Mund- 
speichels von der Art und dem Quantum der Nahrung un- 
abhaingig ist und daB sie keine Tagesschwankung aufweist, in 
anderen Punkten aber konnte ich die Resultate der Autoren 
nicht bestatigen. 

1) E. Salkowski, Virchows Archiv 109, 358, 1887. 


2) Simon, Journ. of Physiol. 9, 261, 1907. 
3) Pini, Clinica moderna 1907. 
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Da die diastatische Kraft unseres Speichels zwischen 160 
und 640 schwankt, so diirfte man diese Schwankung wohl als 
die physiologische betrachten. 

Hier méchte ich noch hinzufiigen, daB bei meinen Unter- 
suchungen der D-Wert stets etwas héher ist als bei denen von 
Wohlgemuth, trotzdem wir uns beide derselben Untersuchungs- 
methode bedienten. Wohlgemuth hat nimlich als Minimum 
fiir 60 Minuten ay 125, als Maximum De 780 gefunden, 
wahrend bei meinen Untersuchungen fiir 30 Minuten schon als 
Minimum a 160, als Maximum DS 640 herauskam. 

Die Priifungen der diastatischen Kraft fiir 60 Minuten, 
wie bei Wohlgemuth, ergaben bei mir folgendes Resultat: 


Tabelle IV. 





Nr. Erste Priifung | Zweite Priifung _ Dritte Priifung 
1. Mannlich D3s” 320 Dey 320 | Dee 820 
2. Weiblich » 640 » $20 » 820 
3. - » 320 » 820 » 640 


Wenn man die Tabelle betrachtet, so ersieht man, daB 
das Minimum der diastatischen Kraft in meinen Versuchen fast 
zweimal so groB ist wie in denen von Wohlgemuth. Wie nun 
ein solcher Unterschied zustande kommt, das mag, wie ich 
vermute, folgenden zwei Griinden zuzuschreiben sein: 

1. Der Speichel von uns Japanern, die an eine amylaceen- 
reichere Kost gewohnt sind, als die Europier, besitzt wahr- 
scheinlich eine etwas héhere diastatische Kraft. Die Tatsache, 
daB der Speichel der Carnivoren reicher an Fermenten ist als 
der der Herbivoren, ist ja schon bekannt, und obwohl ich in 
Tabelle Il, A und B, betont habe, daB die Art der Nahrung 
auf die diastatische Kraft ohne EinfluB ist, so darf man doch 
dabei den Rassenunterschied und den voriibergehenden Nahrungs- 
wechsel nicht auBer acht lassen. 

Hiertiber miiBte man noch Versuche an gréferem Material 
anstellen, um zu einem endgiiltigen Urteil zu gelangen. 

2. Bei meinen Untersuchungen brachte ich eine bestimmte 
Anzahl von Reagensglasern in ein Wasserbad von bestimmter 
Temperatur, und nachdem die Temperatur in den Reagens- 
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glasern auf 38° gestiegen war, lieB ich diese 30 Minuten im 
Wasserbad stehen, so daB ich im ganzen ungefahr 40 Minuten 
brauchte. 

Zusammenfassung. 


1. Die diastatische Kraft des Mundspeichels behilt durch 
den ganzen Tag ungefaihr denselben Wert. Sie schwankt nur 
in minimalem Grade. 

2. Die diastatische Kraft des Mundspeichels bleibt von 
der Mahlzeit und der Art der Nahrung stets unbeeinfluBt. 

3. Die diastatische Kraft ist von dem Quantum des aus- 
flieBenden Speichels ganz unabhingig. 

4. Auf die diastatische Kraft iiben Geschlecht und Lebens- 
alter, abgesehen von den Sauglingen, keinen EinfluB aus. 

5. Die diastatische Kraft ist, wenigstens bei gewissen 
Kranken, von demselben Wert wie bei Gesunden. Der Himo- 
globingehalt bleibt auch auf die diastatische Kraft ohne EinfluB. 

6. Die diastatische Kraft des Speichels, wenigstens bei uns 
Japanern, schwankt zwischen D3 160 und 640. 

Wiahrend der Korrektur dieser Arbeit las ich die Arbeit 
von H. Litomanowicz und Eduard Miller’). Sie kamen 
zu dem Schlusse: ,,Es fehlen Tagesschwankungen, ebenso sind 
ohne Einflu8: Lebensalter, Geschlecht, Hungerzustinde, Art der 
Nahrung.“ Also ihr Resultat stimmt mit dem meinigen voll- 
kommen iiberein. 


1) H. Litomanowicz und E. Miller, Centralbl. f. d. ges. Physiol. 
u. Pathol. d. Stoffw. 10, 81—107. (Ref. im Jahresber. iiber d. Fortschr. 
d. Tierchem. 39.) 





Uber die Carboxylase bei héheren Pflanzen. 


Von 
W. Zaleski und Elisabeth Marx. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Charkow.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1912.) 


Die interessanten Untersuchungen von Neuberg') haben 
gezeigt, daB lebende und abgetétete Hefen ein besonderes Fer- 
ment, die Carboxylase, enthalten, das Brenztraubensiure 
in Kohlendioxyd und Acetaldehyd spaltet. Neuberg und 
Kerb®*) nahmen an, daB Brenztraubensaure ein Zwischenprodukt 
der alkoholischen Garung darstellt. 

Nachdem P. Mayer’) sowie M. Tschernorutzki*) in 
Neubergs Laboratorium die Umwandlung der Brenztraubensaure 
auch im tierischen Organismus nachgewiesen haben, ist es wichtig, 
zu untersuchen, ob auch die héheren Pflanzen Brenztrauben- 
siure zu spalten vermdgen. 

Unsere Versuche wurden mit fein zerriebenen Erbsen- 
samen in der Luft und im Wasserstoff ausgefiihrt. Das Pulver 
der Samen wurde mit destilliertem Wasser und parallel dazu 
mit der 1°/,igen Lésung von brenztraubensaurem Natrium be- 
feuchtet. Die Lésungen, die zum Befeuchten des Pulvers 
dienten, wurden mit Toluol (4°/,) versetzt und auBerdem wurde 
durch den Rezipienten wahrend des Versuches ein Toluolstrom 
hindurchgeleitet. Die von den Objekten ausgeschiedene Kohlen- 
siure wurde durch Bariumhydroxydlésung absorbiert’). 


1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 68 und 
76, 1911. 

2) C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschr. f. Gairungsphysiol. 1, 114, 
1912 
3) P. Mayer, diese Zeitschr. 40, 441, 1912. ~ 
4) M. Tschernorutzki, diese Zeitschr. 43, 486, 1912. 
5) Die Versuche wurden bei 12 bis 13° R ausgefiihrt. 
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Versuche 1 bis 4. 
CO, fiir 5g Erbsenpulver pro 21 bis 22 Stunden in Milli- 


gramm: 
—oe”6h klk ee SS SS ee eee ee 
Brenztraubensaures Natrium . 41,25 40,8 43,5 37,4 


Versuche 5 bis 6. 
CO, fiir 5 g Erbsenpulver pro 22 Stunden in Milligramm 
im Wasserstoff: 


ee. 6 ck a ee . eh 13,2 
Brenztraubensaures Natrium . . 44,2 52,2 


Versuche 7 bis 8. 
Das Pulver der Erbsensamen wurde mit einer 1°/,igen Lésung 
von brenztraubensaurem Natrium befeuchtet. 
CO, fiir 5g pro 22 Stunden in Milligramm: 
te orc poaiee “eee 
Wasserstoff . 35,6 40,8 


Nach dem Zusatz von Brenztraubensdiure wird die CO,- 
Produktion der abgetéteten Erbsensamen sehr stark beférdert. 
Weder alkalische Phosphate noch Zymin- und Hefanolextrakte 
kénnen eine solche Vermehrung der CO,-Produktion bei den 
Erbsensamen hervorrufen’). Die postmortale CO,-Produktion 
der Erbsensamen geht auf Kosten der Brenztraubensiure in 
der Luft und im Wasserstoff mit gleicher Energie vor sich. 

Wir werden spiter auf die Frage iiber die Rolle der Carb- 
oxylase in der Atmung der Pflanzen zuriickkommen, da unsere 
Versuche iiber die Beziehung derselben zur Alkoholgirung noch 
nicht zu Ende gekommen sind. 


1) W. Zaleski und A. Reinhard, diese Zeitschr. 27, 450, 1910; 
35, 228, 1911; W. Zaleski und Elisabeth Marx, ibid. 43, 1, 1912. 





Uber die photochemische Synthese der Kohlenhydrate. 
Richtigstellung der Bemerkungen von Walther Lob. 
Von 
Julius Stoklasa, J. Sebor und W. Zdobnicky. 
(Hingegangen am 7. November 1912.) 


W. Léb versuchte im 5. und 6. Heft des 43. Bandes dieser Zeit- 
schrift (1912) abermals glaubhaft zu machen, daB ihm die Prioritat bei 
der photochemischen Synthese der Kohlenhydrate gebiihre. Er beklagt 
sich dortseibst, da8 wir in unserer jiingsten Arbeit ,Uber die photo- 
chemische Synthese der Kohlenhydrate unter Einwirkung der ultravioletten 
Strahlen“!) auf seine sachlichen Einwinde mit keinem Wort reagierten. 
Dies ist jedoch in keiner Weise richtig, denn auf den Seiten 361 bis 363 
(also auf 3 Seiten) unserer Arbeit wurde von uns vollig klargelegt, daB 
Lébs Experimente mit den unserigen gar nichts gemein haben. Dort 
heiBt es ausdriicklich, daB er unter der Einwirkung stiller elektrischer 
Entladungen aus Kohlenoxyd, Wasser und Wasserstoff Glykolaldehyd 
erhalten habe, wahrend wir unter dem Einflusse ultravioletter 
Strahlen der Quecksilberquarzlampe aus Kohlendioxyd und Wasserstoff 
in statu nascendi Zucker bekamen. 

Léb versucht, seine bei der Bildung des Glykolaldehyds aus feuch- 
tem Kohlenoxyd und Wasserstoff erhaltenen Resultate auf die biologi- 
schen Vorginge in der chlorophyllhaltigen Zelle zu iibertragen; wir aber 
behaupten gem&éB unseren Untersuchungen, daB Kohlenoxyd selbst in 
ganz geringen Quantitaten fiir die chlorophyllhaltige Zelle ein starkes 
Gift ist. Infolgedessen ist auch ein solcher ProzeB in der chlorophyll- 
haltigen Zelle ginzlich ausgeschlossen. In unserer Arbeit heiBt es, daB 
derartige stille elektrische Entladungen, die Léb zu seinen Experimenten 
benutzte, kaum in der Natur vorkommen diirften, ferner daB 
die Strahlen der Quecksilberquarzlampe bei unseren Ver- 
suchen einen ganz anderen Charakter besitzen und in physi- 
kalischer und chemischer Hinsicht mit den stillen elektri- 
schen Entladungen Libs absolut nicht identisch sind. Uber- 
haupt geht unsere Ansicht dahin, daB die Bildung des Formaldehyds 


1) Julius Stoklasa, Johann Sebor und Wenzel Zdobnicky, 
diese Zeitschr. 41, Heft 5, 1912. 








ate. 
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aus feuchter Kohlensiure und Wasserstoff durch die chemische Wirkung 
stiller elektrischer Entladungen, die Léb entdeckt haben will, durch- 
aus nichts Neues ist, da dies ja schon fast 10 Jahre vor Léb von Losa- 
nitsch gefunden worden ist. 

Auf Lébs weitere unberechtigte Vorwiirfe erwidern wir folgendes: 

1. Von den zwei Experimenten beziiglich der Oxydation von Form- 
aldehyd in alkalischer Lésung haben wir das erstere in einem offenen 
GefaB aufgefiihrt, um die Wirkung des vollen Sauerstoffzutritts zu be- 
obachten, wobei es uns tatsichlich gelang, die Oxydation des Form- 
aldehyds bis zu Kohlensaure festzustellen, In Anbetracht dessen, daB 
also die Oxydation bis zu Kohlensaure vor sich ging, konnten wir auch 
keine Ameisensaure erhalten. Warum sollte also, wie L6b meint, dieser 
Versuch falsch sein? Das ist wahrlich uns und gewi8 auch vielen an- 
deren einfach ratselhaft. Wie man aus unserer Arbeit deutlich ersieht, 
war es nicht nétig, Sauerstoff durchzuleiten, da ja die Oxydation so 
rasch verlief, da8 sich Formaldehyd schnell zu Ameisensiure und diese 
wieder in Kohlendioxyd umwandelte. 

2. Den Versuch mit einem abgeschlossenen Gasvolumen bezeichnet 
L6b als véllig wertlos und ist der’ Meinung, da8 wir daselbst Sauerstoff 
wabrend des Experimentes durchgeleitet haben. Dadurch beweist er 
eklatant, daB er unsere Arbeit nur ganz fliichtig gelesen haben kann, 
denn wir auBerten uns doch dahin, daB durch das ReaktionsgefiB, in 
dem sich das Reaktionsgemisch befindet, bloB vor dem Versuch 1 Stunde 
lang Sauerstoff durchgeleitet wurde, um die Luft zu verdringen. Erst 
dann wurde ohne Sauerstoffdurchleitung bei abgesperrtem Apparat 
7 Stunden lang belichtet. Dieser Versuch iiber den Verlauf der Oxy- 
dation von Formaldehyd, den Léb fiir ginzlich iiberfliissig halt, wurde 
von uns zu dem Zwecke ausgefiihrt, um die eventuelle Bildung von CO 
nachzuweisen und die zu CO, oxydierte Menge des Formaldehyds zu 
bestimmen. Da8 Aldehyde mit Kalilauge Séuren und Alkohole liefern, ist 
ja langst bekannt und bedarf nicht erst des Nachweises seitens Herrn 
W.Lébs. Von uns wurde die Priifung auf Methylalkohol im Destillate 
des Reaktionsgemisches ausgefiihrt, aber Methylalkohol nicht konstatiert. 
Es handelte sich fiir uns hauptsachlich darum, so weit es méglich war, die 
Prozesse unter der Einwirkung der ultravioletten Strahlen zu verfolgen und 
die Reaktionsprodukte gewichtsanalytisch zu bestimmen. DaB die Oxy- 
dation der Ameisenséure unter Einwirkung des Ozons verliuft, liegt ja 
klar auf der Hand, und es hat wohl niemand ndétig, sich dariiber erst 
von Herrn Léb belehren zu lassen. 

3. Beziiglich der Einwirkung der ultravioletten Strahlen auf Kalium- 
bicarbonat bei Gegenwart von Ferroverbindungen behauptet Léb, daB 
sich eine groBe Menge Wasserstoff aus Eisenoxydulsulfat in Gegenwart von 
Kaliiauge entwickelt. Wir lieBen zu 300 ccm 7°/jiger Kalilauge 15°/,ige 
Eisensulfatidsung zutropfen und fanden, daB sich binnen 20 Stunden 
bei 19 bis 20° C 1,4 com Wasserstoff bildete. Wir haben diesen 
Versuch auch bei einer héheren Temperatur, und zwar bei 
50 bis 60° C, wiederholt und binnen 5 Stunden bloB 1,6 ccm 





188 J. Stoklasa, J. Sebor und W. Zdobnick¥: Photochem. Synthese usw 


Wasserstoff konstatieren kénnen. Allerdings ist da noch 
fraglich, ob das Gas auch reiner Wasserstoff war. Auch ein 
dritter Versuch wurde von uns unter Kohlenséuredurchleitung bei 
60 bis 80°C ausgefiihrt und ergab ca, 0,2 com Wasserstoff. 
Wie konnte also L6b in 10 Minuten die Bildung von 13,8 ccm 
Wasserstoff beobachten? Das ist ja fast unméglich und wird 
vermutlich ein Versuchsfehler sein! Die minimalen Quantititen 
von Wasserstoff, die sich bei unseren Versuchen bildeten, kénnen ab- 
solut nicht in Betracht gezogen werden. Die Reduktion der Kohlensaure 
durch freien Wasserstoff konnte also nur minimal sein und auf unsere 
Versuche nicht den geringsten EinfluB ausiiben. 

4. Weiter auBert sich Lb in seiner Kritik wie folgt: Von Inter- 
esse ist lediglich ihre Angabe, daB sie durch Polarisation ihrer Lésung 
eine Drehung von 0,15° im 2 dem-Rohr erhielten. Nach ihren Mengen- 
angaben miissen demnach etwa 24°/, des erhaltenen Zuckers (auf Glucose 
berechnet) optisch aktiv sein! Nach diesen experimentellen Befunden 
iiberrascht einigermaBen die Angabe: ,Die untersuchte Lésung dieser 
Hexosen zeigte sich optisch inaktiv“. 

Daraufhin erwidern wir, da8 Lébs Berechnung der Menge angeblich 
optisch-aktiven Zuckers, die nach ihm 24°/,) betrigt, an sich grundfalsch 
ist, weil Léb den Faktor fiir das Auerlicht 0,344 verga8. Da die 
Rotation unserer Zuckerlésung sich zu [a], = -+ 4,5 berechnen wiirde, 
jene bei der Glucose [x], —-} 52,5 betrigt, wire die Menge des Zuckers 
(auf Glucose berechnet) 8,5°/o. 

Unsere Experimente fiihrten, wie in unseren Arbeiten angegeben 
ist, zu dem Resultate, daB die unter der Einwirkung der ultravioletten 
Strahlen auf Kaliumbicarbonat erhaltenen Kohlenhydrate ein Gemisch 
von Hexosen, Aldosen bzw. Ketosen, oder deren Osone, darstellen. 

Die gemessene Drehung -}- 0,15 liegt nun sehr nahe der Grenze der 
Beobachtungsméglichkeit. Wir haben die Zahl einfach so angegeben, 
wie sie unseren Beobachtungen entspricht, ohne irgendeine SchluBfolge- 
rung daraus zu ziehen. Es ist also unerklarlich, wie Herr Lob uns 
daraus einen Vorwurf machen kann! 

Aus all den AuBerungen Libs ist deutlich seine Tendenz zu er- 
kennen, unsere Befunde zu entstellen und falsch auszulegen. Das beste 
Dokument hierfiir sind seine unrichtigen Angaben, mit denen er unsere 
Befunde herabsetzen will. Mit den iibrigen nichtssagenden Auslassungen 
Lébs brauchen wir uns nicht weiter zu beschaftigen; mag ein jeder, der 
unsere Arbeiten verfolgt, urteilen, ob sie mehr zur Lésung des Problems 
der photochemischen Assimilation der Kohlensaiure in der chlorophy]ll- 
haltigen Zelle beitragen oder die Versuche W. Lébs mit seinen ,stillen 
elektrischen* Entladungen. 
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Beitrige zur Chemie und zur quantitativen Bestimmung 
des Leimes. 


Von 
M. Berrar. 


(Aus dem Physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1912.) 


Einleitung. 

In saimtlichen Organen des Tierkérpers, hauptsichlich in 
den verschiedenen Bindegeweben, sowie auch in den Knorpeln 
und Knochen kommt Collagen vor. Gewdéhnlich ist dasselbe 
in Form feiner Fasern zu finden und bildet den Hauptbestand- 
teil der Sehnen, Bander und Bindegewebsmembranen; auBerdem 
findet man es in groBer Menge in den Knochen, Knorpeln, in 
der Haut und in den Schleimhauten; in geringerer, summarisch 
jedoch bedeutender Masse ist es in dem interstitiellen Binde- 
gewebe, das bis zu den die Gewebe bildenden Elementen dringt, 
vorhanden. Eine mit den Albuminoiden und daher in einem 
gewissen Grade mit dem Collagen verwandte Substanz ist das 
Plastin, das im Protoplasma und auch im Kerne der Zellen 
vorkommt und dessen netzférmige Stiitze bildet?). 

Das Collagen wird mit Wasser gekocht zu Leim. Leim 
kommt unter gewdhnlichen Umstinden weder im Blut noch in 
den Gewebssiften und in den Organen vor, wenigstens sind 
solche Beobachtungen nicht bekannt. Hingegen in besonderen 
Fallen, namentlich wenn wir Leim in eine Vene _ injizieren, 
ist derselbe im Blute langere Zeit nachweisbar, und der in- 
zwischen ausgeschiedene Harn ist auch leimhaltig*) *) *) 5). 


1) Ruzitka, Arch. f. Zellforsch. 1, 587, 1908. 
2) Klug, Az enyv, mint tapanyag (ungarisch). Budapest 1890. 
8) Freund und Popper, diese Zeitschr. 15, 272, 1909. 
*) Gawriloff, Die Ausscheidung des Leimes durch die Nieren 
(russisch). Inaug.-Diss. Kiew 1903. 
5) Achard und Aynaud, Compt. rend. Soc. Biol. 65, H. 29, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 13 
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Wenn wir in Betracht ziehen, daB neuerdings Leim- 
injektionen zu therapeutischen Zwecken, namentlich zur Blut- 
stillung, empfohlen wurden, daB auBerdem der im Tierkérper 
gewohnlich nicht vorkommende Leim bei der Zubereitung der 
aus dem Tierreiche stammenden Nahrungsmittel aus dem in 
denselben vorhandenen Collagen sich bildet und so mit den 
iibrigen Nahrstoffen in den Verdauungskanal gelangt, ist die 
Frage der physiologischen Bedeutung des Leimes offenbar 
wichtig. Die genaue Durchfiihrung von Experimenten dieser 
Art ist bis nun erheblich erschwert durch den Umstand, dab 
wir keine Methode kennen, mit Hilfe deren wir den Leim von 
einem EiweiBstoffgemisch genau trennen und dessen Menge 
quantitativ bestimmen kénnten. 

Ein Teil der bisherigen Stoffwechseluntersuchungen mit 
Leim geschah ohne quantitative Leimbestimmungen; sie be- 
schrankten sich nur auf die Bestimmung des Kérpergewichtes 
oder der Stickstoffbilanz. In einzelnen Fillen, hauptsichlich 
wenn man Leim subcutan oder in eine Vene injiziert, erscheint 
ein Teil desselben im Urin. In solchen Fillen miissen die 
Untersuchungen unbedingt durch Leimbestimmungen erginzt 
werden, deshalb sind schon einige Verfahren beschrieben worden, 
mittels deren man bei Stoffwechseluntersuchungen den Leim 
bestimmen koénnte. 


Volistandig systematische Methoden fiir Leimbestimmungen in Gegen- 
wart von Eiwei8kérpern wurden meines Wissens nach nur zwei ver- 
dffentlicht. Das eine Verfahren empfahl Gawriloff*); dasselbe besteht 
darin, daB man aus der zu untersuchenden Substanz das Eiwei8 durch 
10°/,ige Salpetersiure ausfallt, das Filtrat mit Ammoniak neutralisiert 
und daraus den Leim mit Ammonsulfat ausfillt; der Niederschlag wird 
erst bei Zimmertemperatur, dann bei 100° getrocknet, das Ammonsulfat 
durch Waschen mit kaltem Wasser entfernt und der Riickstand ge- 
trocknet und gewogen. 

Meine Versuche mit der durch Gawriloff empfohlenen Methode 
haben zu keinen giinstigen Resultaten gefiihrt. Der Grund hier- 
fiir liegt vielleicht darin, daB die Arbeit nur in russischer Sprache er- 
schienen und daher fiir mich im Original unzuginglich war. Bei meinen 
Bestimmungen, die ich nur mit reiner Leimlésung und nicht mit einem 
Eiwei8-Leimgemisch anstellte, zeigten die Resultate einen Fehler von 20 
bis 30°/). Derselbe stammt hauptsichlich davon, daB der durch Ammon- 
sulfat ausgefallte und bei 100° getrocknete Niederschlag beim Waschen 


4) lc. 
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mit Wasser teilweise gelést wurde. Bei einem Versuche mit Hilfe der 
von Gawriloff angegebenen Methode bekam ich aus einer Leimlésung 
die 0,2275 g Trockensubstanz enthielt, einen Niederschlag, dessen Trocken- 
substanz 0,1717 und 0,1832 g wog, der Niederschlag war aber noch immer 
nicht vollstandig sulfatfrei. 


Das zweite Verfahren stammt von Beckmann!), der fiir die Be- 
stimmung des Leimes in Anwesenheit von Peptonen das Formaldehyd 
empfahl, Nach Behandlung mit Formaldehyd wird das Gemisch ein- 
gedampft, wobei das Pepton gelést bleibt, das Eiwei8 und der Leim in 
einer unléslichen Modifikation ausgeschieden werden. Wenn wir das EiweiB 
in einer anderen Probe durch Kochen mit Salpetersiure fallen und ge- 
sondert bestimmen, gibt die Differenz zwischen beiden Niederschligen 
das Quantum des Leimes. Bei dieser Methode ist also die gesonderte 
Bestimmung des EiweiBes nétig; es ist aber bekannt — und diesen Fehler 
hat auch die Methode Gawriloffs —, da8B ein Kolloid aus der Lisung 
eines anderen, hydrophilen Kolloids nur schwer ausfallbar ist. Die Un- 
zuverlaissigkeit der Methode wurde iibrigens neuestens durch Greifen- 
hagen, Kénig und Scholl?) tberzeugend bewiesen. Die Genannten 
haben auch mit anderen, zu Leimbestimmungen empfohlenen Reagentien 
Versuche angestellt und gelangen zum Schlusse, daB es an einer zuver- 
lassigen Methode fiir quantitative Leimbestimmungen noch immer mangelt. 


Das neueste Verfahren fiir diesen Zweck veréffentlichte E. Schmidt’). 
Dasselbe beruht auf der Beobachtung, daB der Leim durch Ammon- 
molybdat in Gegenwart von Siure selbst aus sehr verdiinnten Lésungen 
gefallt wird. Da aber der Leim mit dieser Methode selbst aus reiner 
wasseriger Lésung nur mit einem Fehler bis zu 6°/) gewonnen werden 
konnte, und auBerdem auch arabisches Gummi, das Extrakt des Lein- 
samens und das Eiwei8, wenn auch in geringerem Mafe, durch dieses Re- 
agens gefillt werden, so ist dieses Verfahren zur Trennung des Leimes 
vom Eiwei8 nicht brauchbar. 


Aus diesen Griinden setzte ich mir das Studium einiger 
Punkte der Leimchemie zum Ziele, und zwar, da mein Haupt- 
bestreben darauf gerichtet war, womdglich ein Verfahren zu 
suchen, mit dessen Hilfe man den Leim von jeder Art Eiweif 
trennen kénnte, zog ich in erster Reihe die Lésungs- und 
Fallungsverhialtnisse des Leimes in Betracht; nachher war ich 
bestrebt, die gewonnenen Erfahrungen fiir die quantitative 
Analyse zu verwerten. 


1) E. Beckmann, Biochem. Centralbl. 2, 898, 1894, 
2) Diese Zeitschr. 35, 216, 1911. 
3) E. Schmidt, Chem.-Zeitg. 34, 839, 1910. 
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Die Lésungsverhiltnisse des Leimes. 

In der Literatur findet man oft die Ansicht vertreten, dab 
der Leim in kaltem Wasser unlésbar sei'). Da ich beobachten 
konnte, daB nach dem UbergieBen mit Wasser die iiber dem 
Leim befindliche Fliissigkeit sofort eine Leimreaktion gibt, habe 
ich in der folgenden Versuchsreihe etwa 2 g reine franzésische 
Gelatine mit 200 ccm destilliertem Wasser iibergossen und nahm 
von Zeit zu Zeit Proben aus der Lésung, deren Trockensubstanz 
bestimmt wurde. 








Tabelle I. 
- Probe , | Trockensubstanz 
Versuch Zeit 
ecm g 
l 20 15 Min. 0,0058 
2 20 1 Std. 0,0126 
3 20 2 + 0,0162 
4 20 3 on 0,0174 
5 20 4 » | 0,0167 
6 20 5 » 0,0181 
7 20 6 » 0,0174 
4x 20 18 » 0,0213 
9 20 24 » 0,0254 





Der Leim erwies sich also lésbar, und die Konzentration 
der Lésung nahm mit der Zeit zu. Einzelne UnregelmaBig- 
keiten kamen vor, besonders im 7. Experiment, in dem der 
Leimgehalt nach 7 Stunden geringer war als eine Stunde vor- 
her. Den Grund der UnregelmaBigkeiten suchte ich in den 
Schwankungen der Temperatur, und deshalb ist in den folgenden 
Versuchen die Temperatur auch bestimmt; die Verhaltnisse 
waren sonst den vorigen dhnlich. 

















Tabelle II. 

: Zeit Temperatur | Probe —|Trockensubstanz . 
Versuch Std. °C ecm g /o 
1 1 | 23 20 0,0157 0,08 
2 ad 2% 20 0,0237 0,12 
3 3 23 20 0,0328 0,16 
4 4 | 23 20 0,0381 0,19 
5 5 23 20 0,0458 0,23 
6 6 23 20 0,0536 0,27 
7 18 | 23 20 0,0850 0,42 
8 42 23 | 20 0,1164 0,58 
9 66 | 21 20 0,1239 0,62 
10 80 21 20 0,1240 0,62 





1) N.Zuntz und A. Loewy, Lehrbuch der Physiologie des Menschen. 
Leipzig 1909. 
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Aus diesen Versuchen erhellt also, daB sich der Leim bei 
Zimmertemperatur allmahlich lést, das Lésen mit der Zeit 
parallel geht, schlieBlich aber um eine Konzentration von 0,62°/, 
konstant bleibt; die Lésung ist also gesattigt. Zur Konstatierung, 
ob die Temperatur tatsichlich die Konzentration beeinfluBt, 
erniedrigte ich in den folgenden Versuchen die Temperatur. 


Tabelle III. 











: | Trocken- 
— Zeit | Temperatur Probe pr “a ona o/, 
Std. | °C ecm | g 
10 80 | 21 20 0,1240 0,62 
11 104 18 20 0,1192 0,60 
12 128 7 20 0,1122 0,56 


Es ist also offenbar, da8 die Temperatur auf die Lésung 
des Leimes einen auffallenden EinfluB ausiibt; in derselben 
Leimlésung, die bei 21° 0,1240 g, d.h. 0,62°/, Leim gelést 
enthielt, waren bei 18° nur 0,1192 g, d. h. 0,60°/,, und bei 17° 
nur 0,1122 g, also 0,56°/, geléster Leim. Aus einer gesittigten 
Leimlésung, die mit festem Leim in Beriihrung bleibt, wird 
also ein Teil des gelésten Leimes beim Sinken der Temperatur 
ausgeschieden. 

Es ist interessant, daB sich vom Leim in Wasser 
bei 21° 0,62°/, lést; man kann beobachten, daB eine warm 
bereitete und filtrierte Leimlésung von 0,7°/,iger Konzentration 
nach dem Erkalten waihrend dem Stehen bei derselben Tem- 
peratur schon eine diinne Gallerte bildet: die obere Grenze der 
Léslichkeit ist also annaihernd iibereinstimmend mit der unteren 
Grenze des Gelatinierungsvermogens. 


Die Fiallungsverhiltnisse des Leimes. 

Der Leim wird durch folgende Reagenzien ausgefiallt: 

Salze der Alkali- und Erdmetalle, (NH,),SO,, bei Satti- 
gung’), 

Alkohol, 

Metaphosphorsiure*) und Chromsiure, organische Sauren, 
z. B. Tannin, Pikrinsaure’), 

1) Klug, |. ec. 


2) Beilstein, Handbuch der organischen Chemie. Hamburg und 
Leipzig 1899. 
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molybdinsaures Ammoniak (aus saurer Lésung’)), 

Mercurisalze (aus saurer Lésung)?), 

Platinchlorid *), Phosphorwolframsaure +- Salzsiure *), Queck- 
silberjodid-Jodkalium —- Salzsiure®*); 

endlich durch Eindampfen mit Formaldehyd geht er in 
eine unlésliche Modifikation iiber’*). 

Dem Aussalzen, dem Formaldehyd, dem molybdiansauren 
Ammoniak, Phosphorwolframsiure, Platinchlorid gegeniiber zeigt 
der Leim ein den wirklichen EiweiBkérpern so ahnliches Ver- 
halten, daB die Benutzung dieser Reagenzien zur Trennung der 
zweierlei Substanzen kein Resultat versprach; deshalb wandte 
ich in den Versuchen hauptsichlich Alkohol, Metaphosphor- 
siure, Pikrinsiure und Quecksilberjodid-Jodkalium an. Die Ver 
suche haben zu folgenden Resultaten gefihrt: 

Durch Alkohol wird der Leim ausgefallt, aber 


1. die Reaktion ist nicht sehr empfindlich; in einer sehr 
diinnen Leimlésung, wo ich schon durch dreifachen Uberschu} 
von Pikrinsiure einen Niederschlag bekam, wurde durch Alkoho! 
selbst in fiinfzigfacher Menge kein Niederschlag hervorgerufen. 

2. AuBerdem bildete der aus Leimlésungen durch Alkohol 
gewonnene Niederschlag eine feine suspensionskolloidale Lésung. 
die durch das Filter ging, sich selbst nach tagelangem Stehen 
nicht zu Boden setzte und nicht filtrierbar wurde. In einem 
Falle setzte sich der durch sechsfachen Uberschu8 des Alko- 
hols gewonnene Niederschlag selbst nach 14 Tagen nicht zu 
Boden. 

Durch Metaphosphorsaure wird der Leim auch gefillt. 
doch 

1. ist diese Reaktion nicht sehr empfindlich; in einer Lé- 
sung von Leim, in der derselbe durch Pikrinsiure noch gefiallt 
wurde, war mit 10°/,iger Metaphosphorsaure keine Niederschlags- 
bildung erreichbar. 

2. Der aus Leimlésung durch Metaphosphorsiure gewinn- 
bare Niederschlag war im Uberschu8 der Saure wieder léslich; 
beim Kochen hingegen lést sich der Niederschlag nicht. 

1) E. Schmidt, 1. c. 

*) Klug, 1. ce. 

3) E. Beckmann, I. c. 
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3. Das Eiwei8 gibt mit Metaphosphorsiure einen Nieder- 
schlag, der im Uberschusse der Saure nicht merklich léslich 
ist. Dies schien fiir die quantitative Trennung der beiden 
Stoffe anwendbar, um so mehr als der im UberschuS der Meta- 
phosphorsiure geléste Leim durch Phosphorwolframsaure 
wieder ausgefallt wird. Der Niederschlag ist gut filtrierbar. 
und das Filtrat erwies sich bei der Bestimmung mittels der 
Kjeldahl-Methode stickstofffrei. 

Der in Metaphosphorsaiure geléste Leim ist auch durch 
Pikrinsiure ausfallbar, jedoch nicht vollstandig, und die Menge 
des Niederschlags variiert je nach dem Verhiltnis der beiden 
Siiuren; beim Stehen vermehrt er sich, durch Erhitzen wird er 
auBerordentlich leicht gelést, der mit Pikrinsiure allein be- 
handelte Leim lést sich hingegen nur schwer nach dem Auf- 
kochen und Erkalten in Metaphosphorsiure. 


4. In weiteren Versuchen stellte es sich heraus, daB auch 
Eiweiii durch Metaphosphorsaéure nicht vollstandig ausgefillt 
wird. Wenn ich zur Lésung des EiereiweiBes so viel Meta- 
phosphorsiure gob, daB das Filtrat mit Metaphosphorsaure 
schon keinen weiteren Niederschlag gab, bekam ich durch Pikrin- 
siure aus demselben noch immer einen starken Niederschlag, 
der sich beim Kochen nicht léste. Die Metaphosphorsiure 
selbst hingegen gibt mit der Pikrinséiure keinen Niederschlag. 
Beim Stehen enstand in dem Filtrat des EiweiBniederschlages 
auch von selbst ein Sediment. 

5. Selbst Eiwei8 wird im Uberflusse der Metaphosphor- 
siure teilweise gelést, was so konstatiert wurde, daB ich in 
einem Falle zu einer Lésung von EiereiweiB eine solche Menge 
Metaphosphorséure gab, die noch einen neuen Niederschlag 
hervorrief. Das Gewicht des so gewonnenen Niederschlags war 


0,56 g. 


In einem zweiten Falle benutzte ich zweimal so viel Meta- 
phosphorséiure, worauf ich nur einen Niederschlag von 


0,41 g 


erhielt. 

Ein interessantes Resultat hatten die mit dem Briicke- 
schen Reagens vollbrachten Versuche. Aus den in der Lite- 
ratur angegebenen Daten erhellt, daB der Leim durch das 





ee ee 
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Briickesche Reagens ausgefallt wird. Ich wollte bestimmen, 
wieviel Siure man zu dem Briickeschen Reagens wenigstens 
geben muB, damit dasselbe den Leim vollstandig ausfille. 

Zu diesem Zwecke wurde gereinigte Gelatine angewendet; 
reine franzésische Gelatine wurde zuerst mit salzhaltigem Wasser, 
nachher mit destilliertem Wasser so lange gewaschen, bis sie 
chlorfrei wurde; dann wurde sie auf dem Wasserbade einge- 
trocknet und von der Trockensubstanz je nach Bedarf eine 
Lésung gemacht. 

In den Versuchen gab ich zur Leimlésung 10 ccm Queck- 
silberjodid-Jodkalium und verschiedene Mengen Salzsiure. Als 
ich die Menge der gebundenen Saure auf eine spiater zu be- 
handelnde Weise bestimmte, ergab sich, daB die Quantitat der 
gebundenen Séiure um so geringer war, je gréBer der UberschuB 
derselben war; zugleich war auch der gewonnene Niederschlag 
um so geringer. 


Tabelle IV. 








ee 7 =n | Gebundene 
Versuch Loin "he HCl —_— 
aa ioe com cem 
i 10 | 10 a 
9 10 20 1,23 
9 10 } 10 1,10 
: 10 | 20 0,97 
3 . 50 0,42 





Der Niederschlag ist also im UberschuB der Saure 
léslich; dasselbe beobachtete ich auch beziiglich der Salpeter- 
siure und der Schwefelsiure, obwohl diesen gegeniiber der 
Niederschlag weniger empfindlich ist. Durch Quecksilberjodid- 
Jodkalium allein, ohne Saéure, wird weder der Leim noch das 
Eiwei8 aus neutraler Lésung ausgefallt. 

Eine weitere Frage war das Verhalten des Leimes der 
Pikrinséiure gegeniiber. Die Pikrinsiure empfahl Klug 
als leimnachweisendes Reagens, da der durch dieselbe gewon- 
nene Leimniederschlag durch Erhitzen lésbar ist. Dieses Ver- 
halten schien zur qualitativen Bestimmung geeignet, weil ein 
groBer Teil der durch Pikrinsiure gewinnbaren EiweiBnieder- 
schlage durch Erhitzen nicht léslich ist. Da ich aber keine 
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auf den quantitativen Verlauf der Reaktion beziigliche Daten 
fand, war erst notwendig zu entscheiden, ob der Leim durch 
die Pikrinsiure vollstandig ausgefallt wird. 

Der in den Versuchen benutzte Leim war auch in diesen Fallen 
reine franzésische Gelatine, die in einigen Fallen in der schon erwahnten 
Weise gereinigt wurde; ahnliche Versuche stellte ich auch mit Gelatine 
an. die dieser Prozedur nicht unterworfen wurde, es konnte aber kein 
Unterschied festgestellt werden. Die Pikrinsiure war eine kalt gesittigte 
wisserige Lésung, deren Pikrinsiuregehalt ich durch Titration, Trocken- 
substanzbestimmung und Stickstoffbestimmung kontrollierte. Der Leim- 
niederschlag wurde in einer mit Deckel versehenen Schale hervorgerufen 
und in derselben gewaschen, weil wegen dessen ziher, festhaftender Eigen- 
schaft eine quantitative Ubertragung desselben auf das Filter unmég- 
lich war. In jedem Falle wurden wenigstens zwei parallele Versuche 
gemacht. 


Die Bestimmung des Stickstoffgehaltes der Pikrinsadure. 


Die Bestimmung des Stickstoffgehaltes der Pikrinsiure und 
der pikrinsiurehaltigen Niederschlige war durch die Kjeldahl- 
sche Methode direkt nicht ausfiihrbar. 


10 ccm Pikrinséure wurden mit 20 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure und krystallisiertem Kupfersulfat gekocht und das entstandene 
Ammoniak bestimmt. Die gefundenen Werte von N waren nur 

0,0130 g, 
0,0125 g, 
0,0131 g. 

Die Pikrinsiure war etwas starker als "/99, ihr Stickstoffgehalt also 
mehr als 0,0212 g. Bei einer anderen Pikrinsiurelésung, die beinahe 
genau "/s) war, erhielt ich in 10 cem die in der folgenden Tabelle an- 
gefiihrten Werte. 














Tabelle V. 
Versuch N Versuch N Versuch | N 

‘a ot RAE ER lt EERE REEF 
1 0.0134 6 | 0,0126 11 0,0129 
2 0,0136 7 | 0,0127 12 | 0,0133 
3 0,0136 8 | 0,0123 3 | 0,0127 
4 0,0133 9 |  0,0120 14 | 0,0134 
5 0.0135 10 | ~—0,0130 15 | 0,0124 


Nach verschieden langem Kochen haben die Werte keine charakte- 
ristische Verinderung gezeigt. Mit trocken abgewogener Pikrinsiure er- 
hielt ich ahnliche Resultate; die folgenden Werte sind auf 1 g Pikrin- 
siiure umgerechnet, dessen wirklicher Stickstoffgehalt 0,1748 g ware. 
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Tabelle VI. 
Versuch N Versuch N 
ig ~ 
1 0,1103 5 0.1189 
2 0,1143 6 0,1183 
3 0,1124 7 0,1130 
4 0,1174 0,1118 





Die gefundenen Werte bilden also nur etwa den 
2, Teil des wirklichen Stickstoffgehaltes; der Grund 
ist das in dem Pikrinsiuremolekiil enthaltene Nitroradikal, und 
ihnlich verhalt sich jeder Kérper, aus dem Piperidinderivate 
entstehen kénnen')*)*). Nun reduzierte ich in den folgenden 
Versuchen die Pikrinsiure. In der Chemie sind viele Methoden 
der Reduzierung bekannt, doch fand ich in der mir zur Ver- 
fiigung stehenden Literatur keine Angaben, ob man je eine 
dieser Methoden bei der Bestimmung des Stickstoffgehaltes der 
Pikrinsiure benutzt hatte. Es ist bekannt, daB aus der Pikrin- 
siure durch Einwirkung von Schwefelammonium Amidodinitro- 
phenol, durch Zinnchloriir oder HJ Triaminophenol entsteht’‘); 
sie ist auBerdem durch Eisensulfat und Barytwasser, durch 
Zinkpulver und Chlorkaliumlésung reduzierbar. 

Zuerst versuchte ich die Reduktion durch Metallzink und Salz- 
siure5)*), die nachherige Zerstérung beim Kjeldahlschen Verfahren 
ging aber schwer vonstatten, weil das ganze Gemisch zu einer braunen 
schwammigen Masse eintrocknete; die Werte waren zwar bessere als die 
vorherigen, jedoch keine befriedigenden. 


Tabelle VII. 








Abgewogene N Auf 1g um- 
Versuch | Pikrinsaure F | oococknet N 
ce Bee fie Bo oy 
1 0.6470 | 06,1184 0,1830 
2 0.9537 | 0,1620 0,1699 
3 05906 | 0,1047 0,1773 
4 0,7844 0,1337 0,1705 


1) Kutscher und Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 513, 1903 
2) Henderson, ibid. 39, 322, 1900. 
3) Sérensen und Andersen, ibid. 44, 431. 
*) Beilstein, 1. c. ‘ 
5) Gattermann, Die Praxis der organischen Chemie. Leipzig 1904 
6) B. v. Horvath, Uber die Kondensation von Amidobenzylalkohol 
mit Phenolen. Inaug.-Diss. Karlsruhe 1903. 











n 
id 
id 
te 
on 
on 


T- 


en 


jie 


“a 


ol 








Leim. 199 


Endlich gelang es mir, eine Reduktionsweise zu finden, 
die allen Anforderungen entspricht. Dieselbe geschah mittels 
Eisenspainen und konzentrierter Essigsaure. Man gibt zu 
der im Kjeldahlschen Kolben sich befindenden Pikrinsaure */, bis 
1 g Eisenspiine, 5 ccm Essigsiure, 20 ccm konzentrierte Schwefel- 
siure und etwas Kupfersulfat, das Gemisch wird dann ganz 
genau wie bei dem Kjeldahlschen Verfahren gekocht, nach dem 
Erkalten mit Wasser verdiinnt, stark alkalisch gemacht und 
das Ammoniak abdestilliert. Die so gefundenen Werte sind 
auf 1g umgerechnet: 


0,1748 g N, 
0.1746 g N, 
0.1752 g N, 
0,1759 g N. 


Der Stickstoffgehalt von 1g trocken abgewogener Pikrin- 
saure war also im Mittelwert 0,1751, theoretisch zu erwarten war 
0,1748 g, die beiden Werte stimmen innerhalb der Grenzen der 
Versuchsfehler iiberein, ja, der maximale Unterschied zwischen 
den einzelnen Werten ist nicht gréBer als 0,6°/,. 

Zur Entscheidung, ob die Reduktion durch eiweiBartige 
Substanzen nicht gestért wird, wurde eine Menge Pikrinsiure 
mit Leim gemischt und hierauf der Stickstoffgehalt des Ge- 
misches, wie auch in gleichen Proben der einzelnen Kom- 
ponenten in der geschilderten Weise bestimmt. 


Die Pikrinsiure enthielt 0,0394 g, 
der Leim 0,0171 g, 
das Gemisch also 0,0565 g N. 
Gefunden wurde 0.0566 g N. 


In einem anderen Falle war der berechnete Wert 
0,0566 g, 
gefunden wurde 0,0566 g. Aus einem Eiereiweif-Pikrinsaiure- 
Gemisch bekam ich 


0,0784 g N 
anstatt 


0,0783 g N. 


Die Werte stimmen innerhalb der Versuchsgrenzen iiberein. 
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Unter welchen Umstanden wird der Leim durch Pikrinsiure 
quantitativ ausgefillt? 


Der Zweck der folgenden Versuchsreihe war, zu entscheiden, 
ob der Leim durch die Pikrinsiure tatsichlich quantitativ aus- 
gefallt wird. 

In den Versuchen gab ich zum Leim verschiedene Mengen 
Pikrinsiure, nach 24 Stunden goB ich die Fliissigkeit vom 
Niederschlag durch ein gewogenes Filter ab und wog nach 
dem Trocknen das Filter samt Glas mit eingeschliffenem 
Stépsel, in welchem der Niederschlag hervorgerufen wurde. 

Der Niederschlag wurde nicht gewaschen, weil er sich in 
Wasser ziemlich leicht, ja teilweise auch in Alkohol lést, wie 
dies aus folgenden Versuchen erhellt: ich fand ohne Nach- 
waschen im Niederschlage 

0,1438 g Leim, 
nach dem Waschen mit Alkohol aber nur 
0,1298 g. 

Den Leimgehalt des Niederschlages berechnete ich folgenderweise: 
das Gesamtgewicht war im ersten Falle 0,2009 g; hiervon zog ich 0,0571 g, 
das Gewicht der Trockensubstanz von 2,54 ccm im Niederschlage ver- 
bliebenen "/g9-Pikrinsiure ab; diese Zahl gewann ich so, daB ich vorher 
die Aciditaét des Leimes und der hinzugegebenen Pikrinséure gesondert 
bestimmte und von der Summe der beiden Werte die Aciditaét des 
Filtrates abzog. Die Titrierungen waren mit °/,;9-Natronlauge ausge- 
fiihrt und darum sind alle Werte der Aciditait in den Tabellen in "/,o- 
Werten ausgedriickt; als Indicator wurde eine 1°/,ige alkoholische 
Phenolphthaleinlésung gebraucht und die Titrierung bis zur ersten 
bleibenden rosaroten Spur fortgesetzt. Die Resultate der parallelen 
Versuche stimmten bis zu 1°/, iiberein; die aus verschiedenen Griinden 
eintretende Verdiinnung beeinfluBte die Genauigkeit der Resultate nicht, 
wie dies die folgenden Angaben beweisen: 

1. 10 cem Pikrinsiurelésung band 4,76 ccm °/,9-NaOH, 

2. dieselbe zweifach verdiinnt 4,76 » - 

3. dieselbe zehnfach verdiinnt 4,79 » - 

Es ist zu bemerken, da ich zu den Versuchen durch Luftdurch- 
stromung von der Kohlensiure befreites, destilliertes Wasser benutzte; 
bei Anwendung von gewohnlichem destillierten Wasser waren zur Neutrali- 
sierung derselben Pikrinsiuremenge bei zweifacher Verdiinnung 4,78 ccm, 
bei zehnfacher Verdiinnung 5,1 ccm Lauge ndtig. 

In den folgenden Versuchen verdiinnte ich ein und die- 
selbe Stammlésung des Leimes in verschiedenen Massen, mab 
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20 cem der so gewonnenen Lésungen ab und gab 10 ccm einer 
beilaufig ®/,,-Pikrinsaiurelésung hinzu. 





Tabelle VIII. 

o ree 60) ee Sey ee 
elss|,. |£3 § # | Gebundene| 23 8] 
g|7s Leim 3% Asche} $= |°/1o-Pikrin-| wi S | Leimverlust 
aE Ee ze] sture | 53% 
~ EE As 

> 

e 1%] @ g |ecm| g g a | % 








1 | 00,1802] 0,90 | 0,0017 }0,2180] 2,31 | 0,0556] 0,1624 | 0,0178 | 10 
5 | 0,0394] 0,20 | 0,0003 | 0,0490] 0,64 | 0,0155] 0,0335 | 0,0059 | 15 
10 | 0,0202 } 0,10 | 0,0002 | 0,0252 0,41 | 0,0098 0,0154 0,0048 | 24 
20 10,0097] 0,05} — ]0,0131)0,25 | 9,0060] 0,0071 0,0026 | 27 
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Es ist folglich offenbar: 

1. Der Leim wird durch die halbe Menge einer gesittigten 
Pikrinséurelésung nicht vollstandig ausgefiallt. 

2. Die Menge des gewonnenen Niederschlages hangt in 
groBem Mae von der Konzentration der Leimlésung ab, und 
zwar in dem Sinne, daB ein um so gréBeres Prozent des Leimes 
ausgefallt wird, je konzentrierter die Leimlésung war, voraus- 
gesetzt, daB die Konzentration der Pikrinséure dieselbe ist. 

In der folgenden Versuchsreihe (Tab. IX) gab ich zu Leimpro- 
ben, deren Leimgehalt derselbe war, verschiedene Mengen Pikrin- 
siure; auf solche Weise erhéhte ich in erster Reihe die Kon- 
zentration der Pikrinsiure im Gemische, selbstverstiandlich 
wurde aber gleichzeitig die Konzentration des Leimes ver- 
mindert. 

Aus dieser Tabelle folgt: 

1. Trotzdem bei Anwendung einer gréBeren Menge Pikrin- 
siure die Konzentration des Leimes geringer ist, als bei An- 
wendung einer kleineren Pikrinsiuremenge, dominiert die 
Wirkung der Pikrinsiurekonzentration dermaBen, daB bei An- 
wendung einer gréBeren Pikrinsiurequantitét mehr Leim aus- 
gefallt wird. 

2. Bei Anwendung weniger Pikrinsiure bleibt ein betracht- 
licher Teil des Leimes in Lésung, obwohl diese Pikrinsdure- 
menge schon gréBer ist, als jene, die die unter den ginstigsten 
Verhialtnissen ausgefallte Leimquantitaét in sich zuriickbehalt. 
Bei Anwendung einer gréBeren Menge Pikrinsiure nimmt die 
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Quantitét des ausgefillten Leimes im Anfange rapid, sp iter 
nur sehr langsam zu. 


Tabelle IX. 


























S Im Niederschlage e323. 
= Abgewogener ag é . = VS & 
2 pe Ey 3 pore ———-—|Leimverlust a3 33 
2 8 Pikrinsiure | Leim § io S 

cem| 8 |%ojccmjcm| g¢ g ai *o g 
1 | 10 | 00957 /0,9] 5] 1,87 1 0,0307 | 0,0718] 23,9125 | 0,1025 
2} 10 | 0,0957 | 0,9] 10 | 1.38 | 0.0310] 0.0779] 1861/19 | 0.1089 
3] 10 0.0957 0,9} 20 41,51 | 0,0339 | 0,0764 20,2 20 0,1103 
4110 | 0,0957 | 0,9 30 | 1,98 | 0,0445 | 0,0777 | 18,6 | 19 0,1222 
5 | 10 0,0957 0,9) 40 7 1,58 | 0,0355 | 0.0825] 13,8 | 14 0,1180 
6110 0,0957 | 0,9 50 | 1,57 | 10 0352 10,0816 | 14,7 | 15 0,1168 
7710 0,0957 | 0,9 | 100 | 1,53  0,0344 | 0,0801 16,3 | 16 0,1445 
1] 10 , 0.1368 | 1,8 2 | 0,21 | 0,0047 | 0,0140 } 122.8 85,8] 0,0187 
2] 10 | 0,1368 1,3] 3 | 0,68 | 0,0153 | 0,0489 | 87,9 | 62,8] 0,0642 
3} 10 | 0,1368 | 1,3 471,15 | 0,0258 | 0,0806 | 56,2 | 40,1] 0,1064 
4110 | 0,1368 | 1,3 5 | 1,64 | 0,0869 | 0,1156 | 21,2 | 15,1} 0,1525 
5 | 10 | 0,1368 | 1,3 10 | 1,81 | 0,0407 | 0,1197 | 15,1 | 10,8} 0,1604 
6 | 10 | 0,1368 | 1,3} 20 | 2,18 | 00490} 0.12497 11,9) 85] 0.1739 
7 | 10 | 0,1368 | 1,3 30 | 2,50 | 0,0562 | 0,1280 8.8 6,4] 0,1842 
8] 10 0,1368 | 1,3] 40 | 2,30 | 0,0517 | 0,1326 4,2 3,1] 0,1843 
9 | 10 | 0.1368 | 1,8 50 | 2,36 | 0,0531 | 0,1317 5,1 3,6] 0,1848 


3. Auch durch eine groBe Quantitat Pikrinsiure wird der 
Leim nicht vollstandig ausgefallt. In diinnen Leimlésungen 
bleiben selbst bei Anwendung eines zehnfachen Uberschusses 
mehr als 16°/, in Lésung, in konzentrierten Lésungen bei 
fiinffachem Uberschu8 noch immer etwa 3°/,. 


Mit Riicksicht darauf, daB das Arbeiten mit einer groBen F liissig 
keitsmenge sehr umstandlich ist, versuchte ich eine gréBere Konzentration 
der Pikrinsiiure auf solche Art zu erreichen, daB ich das Leim- und 
Pikrinsiuregemisch auf dem Wasserbade zur Halfte eindampfte. In 
anderen Fallen gab ich ein entsprechendes Quantum Pikrinsiure in fester 
Form zur Leimlésuug, so, daB die Lésung mit Pikrinsaéure gesattigt sei, 
doch waren die Resultate noch schlechter als die vorherigen. Im ersten 
Falle waren beim Ausfillen mit Pikrinsiurelésung 


0,0819 g 
Leim im Niederschlage, nach dem Eindimpfen zur Hilfte dagegen nur 
0,0610 g. 


Im zweiten Falle war der Leimverlust beim Ausfillen mit der 
Lésung 10°%/,, beim Anwenden der festen Pikrinséiure aber 20 °/o. 
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Mit Riicksicht auf die in den vorherigen Versuchen be- 
obachteten unregelmaBigen Schwankungen schien es wahr- 
scheinlich, daB auch hier die Temperaturschwankungen eine 
Rolle spielen kénnten. Deshalb fillte ich den Leim durch 
Pikrinséure in den folgenden Versuchen aus kalter Lésung. 














Tabelle 10. 

Po by oo 
S Leim e] g& |Bilanz gs 
z ‘E oc ¢ + 
© 4/35 a2 
> a %, < 
fem gs feem) sg /, 4 °C 
1 [15  0,1280 | 15 [0,1247] —2,6] 12 
2115 0.1280] 15 }0,1297}4+13] 8 














Demgema$B wird also der Leim durch dasselbe 
Quantum gesattigter Pikrinsaure bei einer Temperatur 
von 8° schon quantitativ ausgefallt. Die bemerkbare 
geringe positive Abweichung ist auf Kosten der mit der Ti- 
trierung verkniipften Fehler zu schreiben. Bei Zimmertempe- 
ratur wurden aus einer gleich konzentrierten Leimlésung unter 
sonst aihnlichen Verhialtnissen nur 80°/, ausgefallt. Die Tempe- 
ratur spielt also beim Ausfallen des Leimes eine wichtige Rolle, 
und zwar in entgegengesetzter Richtung wie beim Eiwei3. 

Auf Grund dieser Versuche schien die Pikrinséure zur 
Bestimmung des Leimes geeignet. Da jedoch die Pikrinsaure 
im Niederschlag immer in erheblicher Menge zuriickblieb, muBbte 
ein Verfahren gesucht werden, mittels dessen auch dieses 
Pikrinsdiurequantum in Rechnung gezogen werden konnte. 


Die Bestimmung des Siurebindungsvermégens des Leimes, 


Trotz der entgegengesetzten Deutung einiger Unter- 
suchungen')*) kann als feststehend betrachtet werden, dab 
das EiweiB sich mit Saiuren in einem bestimmten Verhaltnis 
vereinigen und mit denselben eine salzartige Verbindung bilden 
kann’). Da der Leim in vielen Beziehungen ein den wirk- 
lichen EiweiBkérpern ahnliches Verhalten zeigt, war es wahr- 








1) Danilewsky, Centralbl. f. med. Wiss. 51, 1880. 
2) Ambard und Foa, Compt. rend. Soc. Biol. 59, H. 2—4, 7—9. 
3) Rhorer, Arch. f. d. ges. Physiol. 90, 368. 
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scheinlich, daB er sich beim Ausfillen mit der Pikrinsiure 
gleichfalls in bestimmten Gewichtsverhaltnissen vereinigt; dies 
wiirde die in jedem Falle separate Bestimmung des Pikrin- 
siuregehaltes der Leimniederschlige vermeidbar und folglich 
die Leimbestimmung einfacher machen. 

Zur Bestimmung des Saéurebindungsvermégens eiweiBartiger 
Substanzen ist die Messung der elektrischen Leitfaihigkeit') 
und der elektromotorischen Kraft, Gefrierpunktsbestimmung?), 
Titrierung mit Tropaolin*), oder mit Hilfe des Giintzburgschen 
teagens*), Aussalzen durch Ammonsulfat*)*) und endlich die mit 
Ausfallen kombinierte Titrierung angewendet worden. 

Von diesen Methoden ist bei so schwachen Basen, wie 
die Eiwei8kérper, die einfache Titrierung unter gewohnlichen 
Verhiltnissen nicht anwendbar*); die Reaktion liuft namlich 
infolge der Hydrolyse in einer Richtung nicht vollkommen ab, 
sondern es stellt sich ein reversibler Gleichgewichtszustand ein, 
bei welchem die Gesetze der Massenwirkung maBgebend sind; 
auch die elektrische Methode zeigt nicht die Menge der freien 
Saure, sondern die Summe des Siureiiberschusses und der 
hydrolysierten Saiure. Hingegen scheint bei Anwendung von 
Salzsiure die Titrierung mit dem Giintzburgschen Reagens ver- 
laBlich zu sein, weil dasselbe nur auf die freie Saure reagiert, 
so daB die Werte mit den aus der Inversionsgeschwindigkeit 
gewonnenen gleich sind. Gleich gute Resultate gibt das mit 
dem Ausfillen kombinierte Titrierungsverfahren, mittels dessen 
Rhorer mit den in der vorherigen Weise gewonnenen Werten 
iibereinstimmend 1 g krystallisiertes EiweiB mit 37,2 mg HCl 
aiquivalent fand. 

Da der pikrinsaure Leim sich in Wasser sehr leicht dst, 
konnte ich das unmittelbare Titrierungsverfahren hier auch 
nicht anwenden. Ich brachte also folgendes bei den Eiweib- 
substanzen durch Rhorer®) gebrauchtes Verfahren in Anwendung 


1) Sj6quist, Skand. Arch. f. Physiol. 5, 277, 1894. 

2) Liebermann und Bugarszky, Arch. f. d. ges. Physiol. 72, 
51, 1898. 

3) Danilewsky, I. c. 

4) O. Cohnheim, Zeitschr. f. Biol. 15, 489, 1896. 

5) Spiro und Pemzel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 233, 1898. 

6) Rhorer, 1. ¢. 
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Zur Leimlésung gab ich eine bekannte Menge Salzsaéure, dann 
wurde der Leim durch Quecksilberjodid-Jodkalium ausgefiallt, auf 
einem gewogenen Filter gewaschen (teilweise in dem GefaéB, in welchem 
der Niederschlag hervorgerufen wurde), das Filtrat mit der Waschflissig- 
keit zneammen titriert. Aus den gewonnenen Werten rechnete ich auf 
die schon friiher behandelte Weise die im Niederschlag zuriickgebliebene 
Saure aus, Der Leim war in der schon gleichfalls angegebenen Weise 
gereinigte Gelatine, zu einem Liter der Quecksilberoxyd-Jodkaliumlésung 
nahm ich 4/,, Mol HgJ,, gelést in 3 aiquivalenten JK. Zur Titrierung 
wurde */,.-NaOQH angewendet, als Indicator diente Phenolphthalein. 























Tabelle XI. 

3 © 
Leim 5 é n 5 ‘ 
on To x 
3S HCl Bricke | = |23]E5 
7] i Sk | Sie 
a Trocken- ¢ Iss . ee 

- | substanz 5 Be ITS 

nL 

cem| g __ |Aciditét|ecm |Aciditat|cem |Aciditat| 3 |“ | ccm 
1} 10) 01368 | 0,30 [10{ 11,13 [10! 0 [10,43] 9,15] 1,28 
2710, 0,1368 | 0,30 | 20 | 20,26 | 10 0 20,86]19,33] 1,28 
1110; 01159 , 0,24 5| 4,90 | 10 0 5,14] 3,97] 1,17 
2710! 0.1159 0,24 10 | 10,03 10 0 10,27] 9,17] 1,10 
3410 O1159 0,24 20 | 20,20 | 10 0 20,44]19,47] 0,97 
4110  O1159 0,24 50, 50,18 | 10 0 50,42150,00} 0,42 


In meinen Versuchen war also die Menge der gebundenen 
Siure nicht konstant; je gréBer der UberschuB8 der Saure war, 
um so geringer war das im Niederschlage zuriickgehaltene 
Quantum derselben; den Grund davon fand ich in dem Um- 
stande, daB der Niederschlag im Uberschusse der Salzsiiure 
léslich ist. Um einwandfreie Resultate zu erzielen, kann man 
also bei der Untersuchung des Saurebindungsvermégens des 
Leimes bei dieser Methode die Salzsiure nicht anwenden. 

In den folgenden Versuchen gab ich Pikrinséure zum 
Quecksilberjodid-Jodkalium. Pikrinsiure ist in dieser Form 
zur Untersuchung des Saurebindungsvermogens meines Wissens 
nach noch nicht angewendet worden. Durch dieses Gemisch ist 
der Leim vollstandig ausfallbar, wie ich mich durch Kontroll- 
Stickstoffbestimmungen iiberzeugt habe, und der Niederschlag 
ist weder im Uberschusse der Reagenzien noch im Wasser 
lslich. 


DemgemaB bindet der Leim beim Titrieren immer ein 
gewisses Quantum Lauge und erscheint darum Phenolphthalein 


gegeniiber sauer. Beim Ausfallen mittels Quecksilberjodid- 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 14 
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Jodkalium nimmt er, ahnlich wie die EiweiBstoffe, eine be- 
stimmte Menge Saéure mit sich. Das Quantum der gebundenen 
Saure ist vom angewandten Saureiiberschusse unabhingig, weil 
im 1. und 2. Versuche die gebundene Siaure innerhalb der Ver- 
suchsfehlergrenzen gerade so viel war, wie im 5. und 6. Ver- 
suche, trotzdem im 1. und 2. Falle die Sure kaum etwas mehr 
war, als die iquivalente Siuremenge, im 5. und 6. Falle hingegen 
war dieselbe in 10fachem Uberschusse. 


Tabelle XII. 





LA 
2 Gebunde 
, a a ebundene 
<= Leim Pikrinsiure | © | +3 | 7% a 
3 af es - Saure 
s 3) ex 2 8 . 
= . Hj = 
F ne ee oo | om | 
> Icom | Trockens. |Aciditit}cem Aciditit] @ | O< | -3& |ccm auf ig 
| < 


} 


— - ——= 


1,00] 11,6 


1710; 0,0860 | 0,24 2) 0,95 | 10] 0,19} 0,19 

2] 10 | 0,0860 | 0,24 | 2) 0,95 | 10] 0,19] 0,21 |0,98) 11,4 
31 10/ 00860 | 024 | 5/ 226 | 10] 250] 1,54 }0,96) 11,2 
4110} 0,0860 | 0,24 | 5/| 2,26 | 10] 2,50] 1,55 10,95) 11,0 
5] 10| 0,0860 | 0,24 | 10) 4,65 | 10] 4,89] 3,94 10,95) 11,0 
6] 10 | 0,0860 | 0,24 | 10! 4,65 | 10] 489] 3,95 |0.94' 11,0 




















' 


Im 1., 3., 5. Versuche wusch ich den Niederschlag mit destilliertem 
Wasser, im 2., 4., 6. mit Alkohol; die Werte sind innerhalb der Grenzen 
der Versuchsfehler iibereinstimmend. 


Die gebundene, folglich dem Leim Aaquivalente 
Saure entspricht auf 1 g Leimtrockensubstanz be- 
rechnet, im Mittel 11,3 ccm %/,,-Séure. Mit Salzsiure 
bekam ich bei Anwendung des geringsten Siureiiberschusses 
einen Wert von 10,1 ccm. Da jedoch der angewandte Siure- 
iiberschuB schon in diesem Falle beinahe das 5fache war und 
weil sich der Niederschlag im Uberschusse der Salzsiure list, 
war dieser Wert offenbar geringer als der aquivalente. 

Bei den durch Pikrinsiure gewonnenen Werten ist die 
maximale Abweichung von dem berechneten Mittelwerte bloB 
0,3 com, das ist 3°/,; bis hierher erstreckt sich also die Méglich- 
keit des maximalen Fehlers, der wahrscheinliche Fehler bleibt 
natiirlich um vieles unter diesem Werte. 

Wenn man den Wert auf Salzsiure umrechnet, so ist 1 g 
Leim mit 41,1 mg Salzsiure fquivalent. 1 g krystallisiertes 
EiweiB bindet nach Rohrer 37,2 mg Salzsiure. 
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Guttenberg’) bestimmte das Saurebindungsvermégen 
mit Hilfe des Giintzburgschen Reagens; gemaé8 seiner Unter- 
suchungen fallt auf je 10 Atome Stickstoff 1 Mol HCl. Meinen 
obigen, mit Pikrinsiure gewonnenen Werten gemi8 entsprechen 
je 10 Atome Leimstickstoff 37,1 g HCl. Dies stimmt inner- 
halb 2°), mit dem Molekulargewichte der Salzsiure (36,38) 
iiberein. Vorausgesetzt, daB sich 1 Mol Leim mit 1 Mol 
Saure verbindet,ergibt sich laut obigen Erérterungen 
als das Molekulargewicht des Leimes 823. Paal*) fand 900. 


Die quantitative Trennung des Leimes von den EiweiB- 
substanzen. 


Da der Leim, wie schon erwahnt, durch die Pikrinsaiure 
quantitativ ausgefaillt wird und im Niederschlage der Leim 
und die Pikrinsiure unter entsprechenden Umstiinden in be- 
stimmtem Verhialtnisse enthalten sind, schien die Pikrinsiure 
zur quantitativen Bestimmung des Leimes geeignet. 

Jene Eigenschaft des Pikrinsiure-Leimniederschlages, daB 
sich derselbe, im Gegensatze zu den ahnlichen Niederschligen 
der EiweiBsubstanzen, beim Erwirmen lést, benutzte Klug*) 
zur qualitativen Reaktion des Leimes. In meinen einschlagigen 
Versuchen fand ich hingegen: 

1. DaB die nicht frischen, also durch Stehen oder durch 
einfaches Zentrifugieren zu Boden gesetzten Leimniederschlige 
sich nicht nur durch Erwiarmen, sondern auch durch Kochen 
nur schwer und auch nicht immer vollstandig lésen. 

2. Die Albumosen und Peptone verhielten sich, insofern 
die mir zur Verfiigung stehenden Priparate die Untersuchung 
gestatteten, in ahnlicher Weise. 

Die Pikrinsiure ist also in der von Klug empfohlenen 
Weise zur quantitativen Trennung der EiweiBsubstanzen vom 
Leime nicht brauchbar, weil der durch dieselbe gewonnene 
Eiwei8-Leimniederschlag in frischem Zustande derart fein 
verteilt ist, daS man ihn iiberhaupt nicht filtrieren kann; nach- 
dem sich aber der Leim zu Boden gesetzt, list sich derselbe 


1) Guttenberg, Miinchner med. Wochenschrs 1896, 147. 
2) Ergebnisse der Physiologie. Wiesbaden 1902. 
3) Klug, l. ec. 


14* 
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beim Erwarmen schlecht und so ist dessen Entfernung aus 
dem Niederschlage, also die Trennung von den EiweiBsubstanzen. 
nicht: mdglich. 


In weiteren Versuchen beobachtete ich, daB der frische 
pikrinsaure Leim in Alkohol gut léslich ist; ein zu Boden 
gesetzter oder zentrifugierter Niederschlag lést sich im absoluten 
Alkoho!l allein selbst beim Kochen sehr schlecht, in Anwesen- 
heit von Wasser besser, in Anwesenheit von Pikrinsdure schon 
bei geringer Erhitzung sehr gut, aber nur dann, wenn wir 
zuerst den Alkohol und dann die Pikrinséure zum Niederschlag 
geben. Wenn wir die Reihenfolge umkehren, so ist die 
Léslichkeit selbst beim Kochen eine schlechte. 

Zentrifugierter pikrinsaurer Leimniederschlag wird in 
Pikrinsiure, der das halbe Quantum Alkohol beigemengt ist, 
schon bei 40° volistindig gelést, nach Vertreibung des Alkohols 
wird er wieder ausgefallt. Auf solche Weise bekam ich aus 
15 ccm Leimlésung, dessen Trockengewicht 

0.1280 ¢ 
war, einen Niederschlag im Gewichte von 0,1727 g; der Leim- 
gehalt desselben war gemaiB den Daten der Titrierung 
0.1293 g. 
der Versuchsfehler war also beiliufig 1°/,. Der Leim ist 
also aus einer Lésung durch Pikrinsaure volistandig 
ausfalibar.er lést sich bei 40° in alkoholische Pikrin- 
siure und ist aus der Flissigkeit durch Vertreibung 
des Alkohols und starke Abkiihlung wieder quanti- 
tativ ausfillbar. 

Der Leim ist aus seiner alkoholisch-pikrinsaurer Losung auch durch 
Gerbsiure ausfallbar, der Niederschlag lést sich jedoch im Uberschusse 
des Alkohols; hingegen list sich der durch Phosphorwolframsaure ge- 
winnbare Niederschlag im Uberschusse des Alkohols zwar nicht, doch 
bildet dieses Reagens mit der Pikrinsaéure selbst einen Niederschlag. 

Die weiteren Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnisse, daB die 
vorher erwahnten Erfahrungen zur quantitativen Bestimmung des Leimes 
nur auf gewissen Umwegen anwendbar sind. Die Extraktion und 
Waschung eines EiweiB-Leimniederschlages ist naimlich mit warmer 
alkoholischer Pikrinséure auszufiihren; jedoch beeinfluBt die hierzu nétige 


langanhaltende Erwirmung die Reaktion in solcher Weise, daB der 
Leim selbst nach der vollstindigen Vertreibung des Alkohols weder 














ed 
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durch Pikrinsaiure, noch durch Quecksilberjodid-Jodkalium, 
noch durch Aussalzen vollstandig ausgefallt werden kann 

Zur Bestimmung des Leimes sollte man also in Anwesenheit von 
Eiwei8 zwei Bestimmungen machen; in der ersten fillt man das EiweiB 
und den Leim mittels Pikrinsiure, entfernt die iiberfliissige Pikrinsiure 
durch Waschen mit Quecksilberjodid-Jodkalilésung und bestimmt den 
Stickstoffgehalt des Niederschlages. In dem zweiten Versuche wird die 
Fliissigkeit gleichfalls mit Pikrinsiure behandelt, dann aber der Leim 
durch Erwirmen mit alkoholhaltiger Pikrinsiure aus dem Niederschlage 
extrahiert. Die Differenz des Stickstoffgehaltes der beiden Niederschlige 
gibt den Stickstoffgehalt des Leimpikrates. Da je 10 Leim-N 1 Mol Pikrin- 
saure binden, sind in je 13 Atomen N 10 Leimnitrogenatome enthalten. 

Bei der Anwendung dieser Methode fiir Urinuntersuchungen stellte 
es sich heraus, da8S obwohl der pikrinsaure Leim in konzentrierter 
Kochsalzlésung, sowie in 2°/,iger Harnstofflésung nur schlecht léslich 
ist, in Kochsalz enthaltender Harnstofflésung lést er sich 
auch kalt verhaltnismaBig gut, ebenso auch im Urin; bloB bei 
Anwendung eines groBen Uberschusses der Pikrinsiure bleibt ein Teil 
des Niederschlages ungelést. 


Demzufolge ist also die Pikrinséiure als qualitatives 
Leimreagens im Urin nur mit einer gewissen Vorsicht 
zu gebrauchen, namentlich ist sie immer in groBem Uber- 
schusse anzuwenden, zur quantitativen Leimbestimmung 
im Urin ist sie aber allein gar nicht zu gebrauchen. 

Zu interessantem Resultate fiihrte eine Versuchsreihe, in 
der ich Alkohol und Pikrinsaure, in verschiedenen Ver- 
haltnissen vermengt, zur Leimlésung gab. 


Tabelle XIII. 





- Pikrin- - 
Versuch dum ! Alkohol Niederschlag 
1 | 1 0 sehr viel 
2 1 1 o 
3 1 2 “ " 
4 1 3 etwas weniger 
5 1 81/5 kein Niederschlag 
6 1 4 és ” 
7 1 5 n ‘ 
8 l 6 ” 
9 1 7 “ 
10 1 8 * 
il 1 9 " 
12 1 10 * 
13 1 20 wenig 
14 1 100 viel 
15 0 > 3) . 
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Durch Pikrinsiure wird also ein betrichtlicher Teil des 
Leimes, unter entsprechenden Umstiinden dessen ganze Menge, 
ausgefallt; Alkohol fallt den Leim gleichfalls aus; im Gemisch 
der beiden Reagenzien ist der Niederschlag sehr leicht léslich 
und bei Anwendung eines bestimmten Verhiltnisses der beiden 
wird gar kein Niederschlag mehr hervorgerufen. Die leim- 
fillende Tatigkeit hért mit einer beinahe iiberraschend scharfen 
Grenze auf; im Falle des Verhiltnisses 1:3 wird noch der gréBte 
Teil des Leimes ausgefallt, im Falle von 1:3'/, hingegen ist 
ein Niederschlag iiberhaupt nicht mehr bemerkbar, 
Von hier an kann man das Verhiiltnis der beiden Reagenzien 
bis auf 1:10 erweitern, ohne daB ein Niederschlag eintreten 
wiirde. Diese Erscheinung ist von der relativen Menge des 
Leimes vollstiindig unabhingig; so kann man z. B. mit einer 
im Verhaltnis von 1:4 verfertigten alkoholischen Pikrinsiure 
den Leim in verschiedenstem Quantum vermischen, ohne einen 
Niederschlag zu bekommen. Durch Erhéhung der Pikrinsaure- 
konzentration auf 1:1 kann der gréBte Teil des Leimes wieder 
ausgefallt werden. 

Aus weiteren Versuchen erhellte, daB durch dasselbe 
Gemisch (1:4) die iibrigen eiweiBartigen Stoffe, nament- 
lich Albumine, Globuline, Albumosen, Peptone, Casein, Mucin 
und Ovomucoide ausgefallt werden. 

Ohne den Grund dieser interessanten Erscheinung zu er- 
forschen, versuchte ich dessen Anwendung zur quantitativen 
Bestimmung. Zuerst mute ich bestimmen, ob der Leim aus 
der alkoholischen Pikrinsiure durch den UberschuB8 der Pikrin- 
siure quantitativ ausgefallt wird. 


Tabelle XIV. 





7 Alkoholische | 
Versuch Leim Pikrinsaiure N 
ecm ccm mg 

















1 20 rs 23,38 
2 20 40 22,49 


In dem vorstehenden Versuche gab ich zur Leimlésung die doppelte 
Menge alkoholischer Pikrinsiure (1 Teil gesittigte Pikrinsiurelésung 
-+- 4 Teile Alkohol 96°/,); es entstand kein Niederschlag; jetzt fiallte ich 
den Leim durch Pikrinsiure, deren Menge mit jener des Gemisches gleich 
war, und lieB das Gemisch 12 Stunden bei 10° stehen, fing den Nieder- 
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schlag auf einem aschefreien Filter auf, wusch ihn mit Quecksilberjodid- 
Jodkaliumlésung so lange, bis die Fliissigkeit gelb gefairbt war, dann 
wurde der Stickstoffgehalt des Niederschlages bestimmt. 

Es war also ein Niederschlag gewonnen, dessen N-Gehalt 
um 3°), geringer war, als der des angewandten Leimes. 

In den folgenden Versuchen stellte ich die Ausfallung mit 
doppelt so viel Pikrinsdiure an. 


Tabelle XV. 














Alkoholische| 
Versuch Leis | Pikrinsaure | = 
ecm ccm | mg 
1 40 _ | 42,36 
2 40 80 42,83 








Aus einer Lésung des Leimes, die 42,36 mg N ent- 
hielt, wurde also ein Niederschlag gewonnen, dessen 
Stickstoffgehalt 42,33 mg, also jenem des Leimes 
gleich war. 

In den weiteren Versuchen vermengte ich die Leimlésung 
mit eiweiBhaltigen Substanzen, namentlich mit Milch und Eier- 
eiweiB. Die EiweiBstoffe wurden dann durch die doppelte Menge 
alkoholischer Pikrinséure ausgefallt, aus dem Niederschlage der 
Leim mit alkoholischer Pikrinsiure extrahiert und aus dem 
Filtrat durch anderthalbfache Pikrinséure bei 10° ausgefiallt. 


Tabelle XVI. 





N 











, Leim | " BiweiBhaltige | 
Versuch com Substanz mg 
1 a ae | 68,38 
2 40 60 com Milch | 68,34 
1 20 | — 20,68 
2 20 | 40ccm EiereiweiB 20,35 


Aus der Milch bekam ich also einen Niederschlag, dessen 
Stickstofigehalt jenem des abgewogenen Leimes vollkommen 
gleich war, aus dem EiereiweiB hingegen um 1,5°/, weniger. 
In den folgenden Versuchen benutzte ich ebenfalls EiereiweiB. 
Da ich inzwischen fand, daB die Pikrinsiure, iiber eine alko- 
holisch-pikrinsaure Leimlésung geschichtet, noch selbst in 
einer Verdiinnung von 1:100000 einen gut wahrnehm- 
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baren weiBgelben Ring bildet, wurde der Eiwei8- 
niederschlag so lange gewaschen, bis die Reaktion 
nicht mehr positiv war. 


Tabelle XVII. 





Leim EiweiBhaltige N 
com Substanz mg 


Versuch 


20 -- 20,68 
20 40 ccm Eiereiweib 20,65 


Aus diesen Versuchen erhellt also, da8B der Leim 
von den Albuminen, Globulinen, Paranucleoproteiden 
des Eies, von den Mucoiden und wahrscheinlich auch 
von den Albumosen und Peptonen mit Hilfe der alko- 
holischen Pikrinsaure durch ein verhaltnismiaBig ein- 
faches Verfahren trennbar und dessen Menge quanti- 
tativ bestimmbar ist. 

Weitere Versuche miissen entscheiden. inwiefern diese 
Methode im Blut und Urin anwendbar ist. 


Zusammenfassung. 


Von gereinigter Gelatine sind in Wasser bei 21° 0,62°/,, 
bei 18° 0,60°/, und bei 17° 0,56°/, léslich; die Menge des in 
kaltem Wasser léslichen Leimes ist also annahernd gleich der 
kleinsten Leimmenge, die zur Geleebildung nétig ist. Wenn 
kaltgesattigte Leimlésung mit Leimstiicken in Beriihrung bleibt, 
scheidet sich bei Erniedrigung der Temperatur ein Teil des 
Leimes aus, es bildet sich also kein Gelee. 

Leim wird durch Alkohol nicht quantitativ ausgefallt. Durch 
Metaphosphorsaure werden weder Leim noch EiweiB vollkommen 
ausgefallt; in einem Uberschusse der Metaphosphorsiure lést 
sich der EiweiBniederschlag teilweise, der Leim vollkommen. 

Die quantitative Bestimmung des N in Pikrinséure und 
pikrinsiurehaltigen Niederschligen ist mit dem direkten Kjel- 
dahlischen Verfahren nicht ausfiihrbar; die so gewonnenen 
Zahlen sind nur */, Teil des richtigen Wertes. Nach vorheriger 
Reduktion mittels Eisenspinen und Essigsiure ist die Methode 
anwendbar. Anwesenheit von EiweiBkérpern stért die Bestim- 
mung nicht. 
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Leim wird bei Zimmertemperatur durch Pikrinsaure nicht 
quantitativ ausgefillt. Selbst bei konzentrierter (1,4°/,iger) 
Leimlésung und fiinffacher Pikrinsiuremenge ist der Leim- 
verlust annihernd 4°/,. Ist die Leimlésung weniger konzen- 
triert oder der SaureiiberschuB ein geringer, so ist der Unter- 
schied noch gréBer. Bei einer Temperatur von 8° wird da- 
gegen Leim schon durch das gleiche Volumen einer gesattigten 
Pikrinsaurelésung quantitativ ausgefillt. 

Das Siurebindungsvermégen des Leimes ist durch die 
Fallungsmethode mittels Quecksilberjodid-Jodkalium und Salz- 
siure nicht bestimmbar, da der Niederschlag sich bei Saure- 
iiberschuB lést. Mittels Pikrinsiure und Quecksilberjodid-Jod- 
kalium konnte festgestellt werden, daB der Leim, ahnlich wie 
das EiweiB, bei der Fallung sich mit der Siure immer in einem 
konstanten Verhiltnisse vereinigt. In guter Ubereinstimmung 
mit Guttenberg, der zu diesem Zwecke die Giintzburgsche 
Reaktion benutzte, fand ich, daB jedes Gramm Leim sich mit 
11,3 com "/,,-Siure verbindet. also jedes Mol Séure mit einer 
Leimmenge aquivalent ist, die 10 Stickstoffatome enthalt. Die 
gebundene Siuremenge ist unabhingig von dem Saureiiber- 
schusse. Das Molekulargewicht des Leimes kann auf 823 ge- 
setzt werden. 

Ein durch Pikrinsiure hervorgerufener Leimniederschlag 
lést sich in Gegenwart von Alkohol bei der Erwairmung viel 
leichter als in Pikrinséure allein, lést sich auch in kochsalz- 
haltiger, 2°/,iger Harnstofflésung. Pikrinsdiure allein ist also 
fiir Leimbestimmungen im Harn nicht anwendbar. 

In einem bestimmten Verhiltnis bereitete alkoholhaltige 
Pikrinsdurelésung (1 Teil gesattigte wisserige Pikrinsaurel6sung 
-+- 4 Teile Alkohol) fallt Eiwei8stoffe, Albumosen, Peptone, Mucin 
und Casein, aber keinen Leim'); in der so gewonnenen Alkohol- 
Pikrinséure-Leimlésung ist der Leim durch iiberschiissige Pikrin- 
siure in der Kilte ausfallbar. Mit diesem Verfahren wurden 
aus Gemischen von Milch und Eiereiweif mit Leim Nieder- 
schlige gewonnen, deren N-Gehalt mit dem N-Gehalt des Leimes 
bis 1°/, iibereinstimmte. 


1) Nach AbschluB der Versuche fand ich, daB eine alkoholische 
Pikrinsaéurelésung in geeigneter Konzentration von gleicher Wirkung ist. 
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Dieses Verfahren ist auch als qualitative Leimreaktion, 
selbst in Gemischen von Leim mit EiweiBkérpern, anwendbar. 
Durch alkoholische Pikrinsiure kann man letztere entfernen 
und das Filtrat mit gesattigter Pikrinséiurelésung behandeln. 
In Anwesenheit von Leim kommt dann selbst in einer Ver- 
diinnung von 1: 100000 eine weibgelbe Triibung zustande. Am 
besten gelingt die Reaktion als Ringprobe. Der entstandene 
Leimniederschlag ist in Uberschu8 von Alkohol wieder léslich, 
sowie auch beim Erhitzen auf 40°. Diese qualitative Reaktion 
ist selbst im Harn anwendbar, nur braucht man bei der Fallung 
des Leimes einen gréBeren Uberschu8 an Pikrinsiure. 


Ich fiihrte diese Versuche im Physiologischen Institut der 
Konig. ung. tierairztlichen Hochschule zu Budapest unter der 
Leitung des Herrn Prof. Dr. Géza Farkas aus, dem ich fir 
seine wertvollen Ratschlige und fiir seine Unterstiitzung auch 
auf diesem Wege meinen besten Dank ausspreche. 





Untersuchungen iiber Purinstoffwechsel. 
X. Mitteilung. 


Uber die Eigenschaft des Organismus, Harnsiure zu zer- 
stéren und solehe durch Oxydation zu bilden bei Tieren mit 
synthetischer Harnsadureproduktion. 

Von 


Vittorio Scaffidi, 


(Aus dem Laboratorium des italienischen Hospitals zu Buenos Aires.) 
(Eingegangen am 10. August 1912.) 


Uber das Vermégen des Vogelkérpers, auf synthetischem 


Wege aus den Ubergangs- und Endprodukten des N-Stoff- 
wechsels Harnsiure aufzubauen, liegen verschiedene Ar- 
beiten vor. 

So von v. Knieriem!), der mitteilt, daB beim Huhne das Aspara- 
gin, die Asparaginsiure, das Glykokoil, das Leucin quantitativ in Harn- 
siure umgewandelt werden. Meyer?) gibt an, daB Harnstoff vom Or- 
ganismus dieses Tieres zum grdBten Teile in Harnsiure umgebildet 
wurde. v. Schréder*) hebt gegen v. Knieriem hervor, daB der 
Hiihnerorganismus 77 bis 88°/, der aufgenommenen Ammonsalze in 
Harnsaiure umsetze. 

Nach Wiener*) wiirde die synthetische Bildung der Harnsaure 
zustande kommen, indem ein Molekiil Harnstoff sich mit einem Molekil 
einer zweibasischen Saure der 3-C-Kette (Malonsaure, Tartronsaure, Mesoxal- 
saure) verbinde. 

So wiirde erst ein Molekiil Dialursiure entstehen und dann durch 
die Einwirkung eines weitern Molekiils Harnstoff, die Harnsaure sich 
bilden. Dieselbe Synthese wiirde auch vom Glycerin ausgehend ein- 
treten, und Minkowski5) hat indirekte Beweise dafiir erbracht, daB sie 
auch von der Milchsaure aus statthabe. 


1) vy. Knieriem, Zeitschr. f. Biol. 18, 1877. 

2) Meyer, Beitrage z. Kenntnis des Stoffwechsels der Hiihner. 1877. 
3) v. Schréder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 1878. 

*) H. Wiener, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 1902. 

5) Minkowski, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 31, 1893 
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Kowalewski und Salaskin") haben, von den Versuchen Min 
kowskis ausgehend, gefunden, daB bei Durchstrémung der iiberlebenden 
Ginseleber mit milchsaurem Ammon sich Harnsiure bildet. 

Bei den Végeln stellt die Harnsiure bekanntlich dasselbe 
vor, was der Harnstoff im N-Stoffwechsel der Saiuger; es ist 
jedoch noch nicht festgestellt, ob und in welchem MaBe der 
Organismus der erstgenannten Tiere imstande ist, Harnsaure 
zu zerstéren und diese Séiure durch Oxydation zu bilden. Die 
diesbeziiglichen Versuche von Mach®*) zeigen, daB beim Huhn 
und bei der Gans sich Harnsiiure aus dem Hypoxanthin bilden 
kann, daB bei den genannten Tieren aber eine weitere Spaltung 
der Purinkérper im Organismus nicht stattfindet. 

Meine vorliegenden Versuche sind an Enten vorgenommen 
worden und betreffen: 

1. die Zerstérung der Harnsiure im KO6rper; 

2. die Bildung von Harnsiiure auf oxydativem Wege aus 
den Basen der Nucleinsaure; 

3. aus einer derjenigen Basen, an denen diese Séiure am 


reichsten ist. 
Zu diesen Zwecken sind 3 Versuchsserien durchgefihrt 


worden, d. h. 
1. mit Harnsaure, 
2. mit Nucleinsaure. 
3. mit Guanin. 


Alle Versuchsenten sind vor Einleitung der Versuche eine gewisse 
Zeitlang bei ganz genau dosierter Maisration gehalten worden (Vor- 
versuch): Auf diese Weise werden die Schwankungen im Stoffwechsel 
der Tiere auf belanglose Unterschiede herabgesetzt, und man kann dem- 
nach die durch die Versuche bedingten Verainderungen genau werten. 

Die Exkremente (Faeces und Urin zusammen) sind wie bei meinen 
friiheren Versuchen*) gesammelt und untersucht worden. Die Analysen 
sind am Material von jeweils 2 Tagen ausgefiihrt worden. 

Auf diese Weise werden die an sich schon belanglosen eventuellen 
Tagesschwankungen noch weiter ausgeglichen und es ist méglich, die 
eventuellen Verinderungen am Tage nach dem Versuche schon genau 
zu kontrollieren. Fast alle Analysen sind doppelt ausgefiihrt worden. 


1) Kowalewski und Salaskin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 1901. 
2) V. Mach, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 24, 1888. — 

Brugsch und Schittenhelm, Der Nucleinstoffwechsel. Jena 1910. 
3) V. Scaffidi, diese Zeitschr. 33, 1911. 
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Versuche mit Harnsaure. 


Es sind 4 Versuche an 4 verschiedenen Enten vorgenommen 
worden. Den Tieren ist 1 bis 3 g Harnsiure neben dem Futter 
in den Magen eingefiihrt worden. 


Versuch 1. 


Ente 1. 

Neben der genau dosierten Maisration sind dem Tiere 3 g Harn- 
saure (= 1 g N) in den Magen gegeben worden. 

Ergebnis: Aller N tritt in den Exkrementen wieder auf, deren 
gesamter N-Gehalt von 0,4494 g der letzten 48 Stunden des Vorversuches, 
in den ersten 2 Versuchstagen auf 1,4381 g steigt; also zeigt sich ein 
Plus von gesamtem N von 0,9887 g. Die Harnsiure, die in den letzten 
48 Stunden des Vorversuches in einer Menge von 0,4412 g ausgeschieden 
worden ist, steigt in den ersten 2 Versuchstagen auf 2,3504 g, sie zeigt 
also ein Plus von 1,9092. Diese Menge entspricht dem Teile der ver- 
fiitterten 3 g Harnsiure, der nicht zerstért worden ist. 


Versuch 2. 
Ente 2. 

Dem Tiere werden neben der Tagesration Mais 2 g Harnsaure in 
den Magen gebracht (= 0,666 g N). Diese Menge N tritt im gesamten 
N-Gehalt der Exkremente wieder auf. Von der einverleibten Harnsaure 
treten als solche 1,3317 g wieder zutage (= 0,4239 g Harnsiure-N). 


Versuch 3. 
Ente 3. 
Es wird dem Tiere | g Harnsiure in den Magen gebracht (= 0,33 g 
N). In den Exkrementen findet sich ein Plus an gesamtem N von 
0,3261 g. Die Harnsaure derselben steigt von 0,6351 g der letzten 
48 Stunden des Vorversuches in den ersten 2 Versuchstagen auf 1,0389 g, 
weist also ein Plus 0,4038 g auf, was 0,1346 g Harnsaure-N entspricht. 


Versuch 4. 
Ente 4. 

Sie erhalt 2g Harnsiure (= 0,66 g N), in den Exkrementen findet 
sich ein Plus an gesamtem N von 0,6938 g; von den einverleibten 2 g 
Harnsiure treten als solche zutage 1,3412 g. 

Die Werte dieser Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt 

In allen 4 Versuchen hat es sich gezeigt, daB in den Ex- 
krementen nur ein Teil der einverleibten Harnsaure als solche 
wieder auftritt, es hat also eine Zerstérung von Harnsaure im 
K6rper stattgefunden. 
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Tabelle L 





Ausgeschieden in 48 Stunden 
N | Purin-N 


Purin-| im 
i 


basen | ganzen 
- ~ ~ A oe g 


| 
Harn- Harn- Laas 


Gesamter 
sdure saure-N | ‘ 


Versuchs-Nr. 


Normales Mittel | 0.4412 | 0,1471 | 0,025 0,1721  0,4494 
Nach Zufuhr von 
3 g Harnsiure | 2.3504 | 0.7835 0,028 | 08135! 1,4381 
Differenz . | + 1,9092 + 0,6364 +0,003 | +0,6414 | + 0,9887 
Normales Mittel |} 0,7233  0,2611 | 0,026 , 0,2741 | 0,7224 
Nach Zufuhr von | 
2 g Harnsaure 2,055 0,685 | 0,022 | 0,695 | 1,3738 
Differenz . | +1,3317 + 0,4239 |— 0,004 | +0,4209 | + 0.6514 
| ' 
Normales Mittel | 0,6351 | 0,2117 | 0,028 0,2347 | 0,5585 
Nach Zufuhrvon 
1 g Harnsiure | 1,0389 0,3463 | 0,032 0,3782 | 0,8836 
Differenz . | +0,4038 +0,1346 (+0,009 | 40,1435 | + 0.3261 
Normales Mittel 0,7090 | 0,2363 0,027 0,2633 0,6932 
Nach Zufuhr von 
2g Harnsiure | 2,0502 | 0,6834 0,026 | 0.7094 1,384 
Differenz . | + 1,3412 | +0,4471 |_—0,001 +0,4461 | +0,6938 


—_ 




















Die Menge der zerstérten Harnsiure ist verschieden, je 
nach den zugefiihrten Mengen; wenn man aber die zerstérte 
Harnsiure mit der einverleibten vergleicht und als Prozentwert 
darstellt, so zeigt es sich, daB diese Prozente innerhalb enger 
Grenzen sich bewegen. Dies ist aus Tabelle II ersichtlich, in 
der die Mengen der einverleibten Harnsiure, die Mengen der 
ausgeschiedenen und der zerstérten aufgestellt, und daneben 
die Prozente der zerstérten Harnsiure im Vergleich zur ein- 
gefiihrten, angegeben sind. 


Tabelle II. 





Wieder aus- | Zersté Wieder aus- 
. erstorte | : 
| qeochiedene Harnsaure geechiedene Harnsaure 
| Harnsaure Harnsaure 
9/ 
0 


g g g °/o aot, 


3,0 1,9092 1,0908 | 36,36 

2.0 13317 | 0.6683 33,42 
1,0 0.4038 | 0.5962 | | 59,62 
2.0 13412 | 0.6588 | 32,94 


Es ergibt sich aus den in der Tabelle angefiihrten Werten, 
da8 in Versuch 1, bei dem die Ente 3 g Harnsiure be- 


Zerstorte 


Zugefiihrte 
Harnsiure 
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kam, 1,0908 g derselben Séure zerstért worden sind; 
0,6683 g der verfiitterten 2 g Siéure sind im K6rper der 
Ente 2 zerstért worden; 0,5962 g in demjenigen von Ente 3, 
der 1 g Harnséure einverleibt worden war; in Versuch 4, 
bei dem wie bei Versuch 2 die Ente 2 g Harnsiaure erhalten 
hatte, sind von derselben 0,6588 g zerstért worden. 

Wenn man die prozentualen Werte der zerstérten Harn- 
siure betrachtet, so zeigt sich, dab, Versuch 3 ausgenommen, 
dieselben innerhalb enger Grenzen schwanken. Sie entsprechen 
bei Versuch 3 59,62°/,, bei den Versuchen 1, 2, 4 36,36°/,, 
resp. 33,42 und 32,94°/, der verabreichten Harnsiuremenge. 

Es ergibt sich also, daB ein betrichtlicher Teil der zu- 
gefiihrten Harnsiure zerstért worden ist, ja man muB bestimmt 
annehmen, daB in Wirklichkeit das Verhaltnis der zerstérten 
Harnséure ein noch gréBeres ist. Da es bei den Végeln nicht 
mdglich ist, die Faeces vom Urin getrennt zu sammeln und zu 
untersuchen, kann auch die Menge der wirklich vom K6rper 
aufgenommenen Harnsaure nicht genau bestimmt werden: jeden- 
falls ist diese Menge etwas geringer als die zugefiihrte, nach 
der die Prozente, wie sie in der Tabelle angegeben, berechnet 
worden sind. 

Versuche mit Guanin. 

Es ist bekannt, daB bei den Versuchen, die bei Saugern 
betreffs der Bildung von Harnsiaure aus den Purinbasen gemacht 
wurden, sich diese Siure im Saéugerkérper aus Xanthin und 
Hypoxanthin bilden kann. Die Ergebnisse der Versuche mit 
Guanin und Adenin hingegen sind nicht eindeutig. 

Kossel!) konnte beim Hunde nach Verfiitterung von Adenin 
keinerlei Zunahme der Harnsaureausscheidung feststellen. Burian und 
Schurr?) haben die gleichen Resultate am Menschen bei Zufuhr von 
Guanin erhalten. Nach Kriiger und Schmid’) hingegen wiirde Zufuhr 
von Adenin und wahrscheinlich auch von Guanin die Harnsaureaus- 
scheidung erhéhen wie das Xanthin und Hypoxanthin. 

Neuerdings haben Schittenhelm und Bendix‘) beim Kaninchen 
nach subcutaner und endovendéser Zufiihrung von Guanin, eine Zunahme 
der Harnsiureausscheidung feststellen kénnen. 


1) Kossel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 12, 1888. 

2) Burian und Schurr, Arch. f. d. ges. Physiol. 80, 1900. 

3) Kriiger und Schmid, Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 1902. 

*) Schittenhelm und Bendix, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 1905. 
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Das muBte im Grunde auch von vornherein als sehr wahr- 
scheinlich angesehen werden, nachdem einmal festgestellt war, 
daB Zufuhr von Nucleinsiure immer, ‘wenn auch je nach den 
Versuchstieren in verschiedenem Mae, eine Zunahme der 
Harnsadureausscheidung nach sich zieht; sind doch Guanin und 
Adenin die hauptsiachlichsten Basen der Nucleinsaure. 

Die freien Purinbasen wiirden sich also genau so verhalten, 
wie wenn sie, in der Nucleinsiure gebunden, dem Organismus 
zugefihrt werden, und man mu6 annehmen, daf die abweichen- 
den Ergebnisse entweder durch Aufsaugungserscheinungen oder 
durch das sehr hohe urolytische Vermégen gewisser Tiere (z. B. 
Hund) zu erkliren seien, indem diese Tiere imstande sein 
kénnen, die im Uberschusse gebildete Harnsiure wieder in 
ihrem Organismus zu zerstéren, wenn der UberschuB ein nicht 
allzu groBer ist. 


Versuch 5. 
Ente 2. 

Es wurden dem Tiere nebst der Maisration 0,7 g Guanin in den 
Magen gebracht, die 0,3245 g N enthalten. Aller N des Guanin tritt in 
dem gesamten N der Exkremente wieder zutage; die Harnsdiuseausschei- 
dung weist ein Plus von 0,1371 g (= 0,0457 g N), und der N der Purin- 
basen zeigt sich um 0.1675 g vermehrt. 


Versuch 6. 
Ente 3. 

Sie erhilt 1 g Guanin (= 0,4636 g N), die Harnsaiureausscheidung 
weist ein Plus von 0,1427 g auf = 0,0476 g N; der N der Purinbasen 
steigt um 0,2712 g. 

Versuch 7. 
Ente 5. 

Sie erhélt 1 g Guanin (= 0,4636 g N), 0,036 g treten als Harn- 
siure-N wieder auf, 0,1743 g als N der Purinbasen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt. 

Es ist aus diesen Ergebnissen zu ersehen, daB bei der Ente 
die Zufuhr von Guanin eine deutliche und konstante, wenn 
auch nicht sehr groBe Zunahme der ausgeschiedenen Harn- 
siuremenge nach sich zieht; weiter, daB die Zunahme in der 
Ausscheidung von Purinbasen-N eine weit betrichtlichere ist als 
die des Harnsiure-N, und endlich daB eine ziemliche Menge 
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des zugefiihrten Guanins in einfachere Molekularkomplexe ge- 
spalten wird, die den Purinring nicht mehr enthalten. 


Tabelle III. 






































- Ausgeschieden in 48 Stunden a 
s Harn- Harn- Purin- Nd-Purim-| Gegamter 
Z sdure | saure-N , basen-N im ganzen 
> g . ) 8. eee ee 
5 | Normales Mittel ] 0,7233 | 0,2411 | 0,026 | 0,2671 7224 
Nach Zufuhr von | | 
0,7 g Guanin . 0,8604 0.2868 | 0.1935 0,4203 | 1,0226 

Differenz | + 0,1371 | +0,0457 +0,1675 + 0,2132 + 0,3002 

6 | Normales Mittel 0,6351 | 0,2117 0,023 02347 0.5585 
Nach Zufuhr von 
lg Guanin . 0,7778 | 0,2593 0.2932 | 0.5525 | 0,9455 
Differenz |+0,1427 +0,0476 +0,2712 | +0,3178 | + 0,3870 
7 | Normales Mittel | 0.8577 | 0,2859 | 0,0086 | 0,2945 | 0.6129 
Nach Zufuhrvon 
1g Guanin . 0,9660 0.3220 0,1829 0,5049 0,9860 
Differenz |+0,1083 | + 0.0361 +0,1743 +0,2104 40,3731 
Tabelle IV. 

+ @og|.@2¢g6 | Oo Per ipa 
ilae.|/fe5S|ESES| 8% | SSalee5gq) 2 
ZloSsi sas 7 | soe) §8&  B8sS/S4%3E29) FE 
el alte SSeS  BseGe| s FES isa2egs\|se 
S|) 383i nc58\s538| 22 280 |/8e* 80) 25 
3 SoOleshw TEE | Bs | Dhy | me She) xc 
ei, a> ~ 223 BS2' 82  ei8iasssele 
2 | 2s @ AZ Bis 3 | ian | a ee 
> 
ee Seam Pe EO Se 
5 | 03245 | 0,1675 0,0457 | 0,1113 | 14,08 51,62 | 34,3 
6 | 0.4636 | 0,2712 0,0476 | 0,1448 10,27 58,5 31,23 
710.4636 | 0.1743 0,0361 0,2532 7,78 36.6 54,62 

Wenn man die Zunahme des Purin-N im ganzen (Harn- 


siure-N und Purinbasen-N zusammen) nach Zufuhr von Guanin 
betrachtet, so zeigt sich, daB diese bei den Versuchen 5, 6 
und 7 0,2132, 0,3178, 0,2104 g N (siehe Tabelle III) gegeniiber 
von resp. 0.3245, 0,4636 und 0,4636 g N des bei den einzelnen 
Versuchen verfiitterten Guanins betrigt. Es finden sich also 
0,1113 g N bei Versuch 5, 0,1448 g bei Versuch 6, 0,2532 g 
bei Versuch 7, die 0,2401 resp. 0,3124 und 0,5462 g Guanin 
entsprechen, das nicht wieder auftritt und als weiteren Spal- 


tungen anheimgefallen angesehen werden muB (siehe Tab. IV). 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 15 
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Die Prozente des bei den angefiihrten Versuchen weiter, in nicht 
der Puringruppe angehérende Stoffe gespaltenen Guanins sind 
34,3 resp. 31,23 und 54,62 °/,. 

Die Prozente des in Harnséiure umgewandelten Guanins 
sind 14,08 resp. 10,27 und 7,78°/,, immer auf das jeweils ver- 
fiitterte Guanin bezogen. 

Das Plus des ausgeschiedenen Purinbasen-N ist 51,62 resp. 
58,50 und 36,6 » » 

Dieser Purinbasen-N ist von mir in zwei neuen Versuchen 
festgestellt worden, bei denen ich die gesamte Menge der in 
den ersten 48 Stunden des Versuches ausgestoBenen Exkremente 
analysiert habe. 

Das Guanin wurde mittels Ubersittigung mit Ammoniak 
ausgefallt, das Xanthin in Form von Chlorhydrat. Aus die- 
sen beiden so erhaltenen Stoffen wurde dann nach Kjeldahl! 


der N bestimmt. 
Den Verlauf und die Ergebnisse dieser Versuche gebe ich 


im folgenden in Kiirze wieder. 


Versuch 8. 
Ente 6. 
Nach Einverleibung von 1 g Guanin finden sich in den Exkrementen 
0,0843 g N, der dem Guanin entstammt (= 0,1819 g der Substanz), und 
0,1428 g N, der dem Xanthin angehért (— 0,3876 g Xanthin). 


Versuch 9. 
Ente 7. 

Nach Einverleibung von 1 g Guanin finden sich in den Exkrementen : 
0,1234 g Guanin = 0,0572 g N, 0,3108 g Xanthin = 0,1145 g N. 

Aus den beiden Versuchen geht hervor, da8 die Purinbasen der 
Exkremente zum gréBten Teile aus Xanthin bestehen, dessen Herkunft 
aus eingefiihrten Guanin auBer Zweifel steht. 

Es ist also dargetan, daB der Organismus der Ente ein- 
gefiihrtes Guanin zum Teil in Xanthin umbildet, von dem dann 
die Harnsiure der Versuche abstammt. Ein grober Teil wird 
weiter in einfachere Molekularkomplexe gespalten, die den Purin- 
ring nicht mehr enthalten. Ein kleiner Teil endlich des zu- 
gefiihrten Guanins tritt als solches in den Exkrementen wieder 
zutage; da aber diese zusammen mit dem Urin auch die Faeces 
enthalten und in diesen die Riickstinde der Verdauung, so 
darf wohl mit aller Sicherheit behauptet werden, daB alles oder 
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doch fast alles Guanin der Exkremente, den unverdauten Rest 
des eingefiihrten Guanins darstellt. Daraus folgt auch noch, 
daB die oben angegebenen Prozente der Harnsiure und des 
Xanthins, die im Vergleich zur zugefiihrten Menge des Guanins 
berechnet worden sind, gegeniiber dem wirklich absorbierten 
Guanin als etwas zu niedrig anzusehen sind. 


Versuche mit Nucleinsiure. 
Es sind zwei Versuche mit zwei verschiedenen Nucleinsaure- 


praparaten (Merck) mit verschiedenem Gehalt an Gesamt-N 
und an Purin-N vorgenommen worden. 


Versuch 10. 
Ente 1. 

Es wurden der Ente neben der dosierten Maisration 3 g Nuclein- 
siure (aus Tieren) in den Magen gebracht. 

Diese Nucleinsaure enthalt 13,58°/, Gesamt-N, wovon 3,59 °/, Purin-N. 
Es enthalt also die verabreichte Menge Nucleinsaure 0,4074 g Gesamt-N_ 
wovon 0,1077 g N der Purinbasen. 

Aus Tabelle V ist zu ersehen, da8 in den Exkrementen ein Plus 
von 0,4412 g Gesamt-N gegeniiber dem normalen Mittel der Vorversuche 
aufgefunden worden ist. Die Harnséure zeigt ein Plus von 0,6037 g 

0.1975 g N. Der N der Purinbasen weist ein Plus von 0,054 g auf 


Tabelle V. 





In 48 Stunden ausgeschieden 
N N der 


| oN ae 
Heme | d. Harn- | d. Purin- jges. Purin-| Cesamter 


saure > 
_ saure basen stoffe | i 


we SS Bee ee ee 


Normales Mittel | 0,4412 | 0.1471 | 0,025 | 0,1721 | 0,4494 
| 


> || Versuchs-Nr. 


Nach Zufuhr v. | 
3 g Nucl.-Saure 1,0449 0.3446 0,079 0.4236 0,8906 
Differenz | + 0,6037 i+ 0.1975 + 0,054 | + 0,2515 | + 0.4412 
Normales Mittel 2.4291 0,8097 | 0,0364 | 0,8461 | 1,9025 
Nach Zufuhr v. 
3 g Nucl.-Saure 2.9751 | 0,9917 | 0,0978 1,0895 | 2,1920 


Differenz | + 0,5460 + 0,1820 | + 0,0614 | + 0,2434 | + 0.2905 




















Versuch 11. 
Ente 6. 
Sehr starkes, groBes Tier, das im Vorversuche durchschnittlich in 
48 Stunden 2.4291 g Harnsiiure = 0,8097 g N und 1,9025 g N insgesamt 


ausscheidet. 
15* 
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Man verabreicht 2 g Nucleinséure aus Hefe, die 13,76°/, Gesamt-N 
und 7,14°/, Purinbasen-N enthalt. Die verabreichte Menge der Saure 
enthalt also 0,2758 g Gesamt-N, wovon 0,1428 g N der Purinbasen. In 
den Exkrementen tritt ein Plus gegeniiber dem Vorversuche von 0,2905 g 
Gesamt-N und 0,1820 g Harnsaéure-N (— 0,546 g Harnséure) und 0,0614 g 
N der Purinbasen auf (s. Tabelle V). 

Wenn man die Ergebnisse dieser beiden Versuche mit Nucleinsaure 
zusammenfassend betrachtet, ergibt sich, daB der gesamte N der zu- 
gefiihrten Nucleinsaure in den Exkrementen wieder auftritt in der Form 
von Gesamt-N. 

Der N der Purinbasen steigt bei Versuch 10 um 0,054 g, bei Ver- 
such 11 um 0,0614 g. Wenn man aber den N der gesamten Purinstoffe 
(N der Harnsiure + N der Purinbasen) zusammen beriicksichtigt, so 
zeigt sich, daB im Versuch 10 ein Plus von 0,2515 g N der Purinstoffe 
und im Versuch 11 ein Plus von 0,2434 g N derselben Stoffe zu beob- 
achten war 


Tabelle VI. 





Zugefiihrte 
Nucleinsaure 
Gesamter N 
der 
Nucleinsaure 
Nucleinsaure 
Purin-N 
(N d. Purinbasen 
+ Harnsdure-N) 
iiber das 
norm. Mittel 
ausgeschied. 
N d. Purin- 
basen iiber d. 
norm. Mittel 
ausgeschied. 
Synthet. 
Purin-N 
(N d. Harnsdure) 


Versuchs- Nr. 


g Bog 


e =] 


L iad 


3, 0,4074 | 0,1077 0.2515 0,054 | 0,1975 
2,0 | 0,2758 | 0.1428 0.2434 0.0614 | 0,1822 





Wie aus Tabelle VI ersichtlich, ergibt sich, daB in 
den beiden Versuchen 0,1975 g, resp. 0,1822 g Purin-N 
mehr, als in den verabreichten Nucleinsiuren in dieser Form 
enthalten war, ausgeschieden worden sind. Diesem Plus ent- 
sprechen Purinstoffe, die sich auf synthetischem Wege gebildet 
haben miissen, und zwar Harnsaure, die sich auf Kosten der 
Proteingruppe der Nucleinsdiure gebildet hat. 

Wenn man nun in Betracht zieht, daB der mehr aus- 
geschiedene Purinbasen-N vom Purinbasen-N der verabreichten 
Nucleinsiure abstammt, so folgt, daB das Plus der im Ver- 
suche ausgeschiedenen Harnsaiure synthetisch gebildet wurde. 
Denn der Purin-N, der auf oxydativem Wege Harnsaure hatte 
bilden kénnen, war bei Versuch 10 = 0,0537 g und bei Ver- 
such 11 = 0,0814 g, welchen Mengen gegeniiberstehen: 0,1975 g 
resp. 0,1820 g N des mehr ausgeschiedenen Harnsiure-N (s. Ta- 
belle V). 
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Ich habe noch die allenfalls nicht aufgesaugte Menge 
Nucleinséure bestimmt, indem ich den Purinbasen-N der Ex- 
kremente nach Kochen derselben in 0,5°/,iger Schwefelsiure- 
lésung nach der Methode von Burian bestimmt habe. Aus 
dem so erhaltenen Purin-N berechnete ich nach Abzug des 
schon dosierten und bekannten N der freien Purinbasen die 
Nucleinsiuremenge. In beiden Versuchen ergaben sich ganz 
minimale Mengen von wiederabgegebener Nucleinsaiure, die so 


gering sind, daB sie bei Deutung der Versuchsergebnisse in 


keiner Weise ins Gewicht fallen kénnen. 

Zusammenfassend ergeben sich aus den hier mitgeteilten 
Versuchen folgende Schliisse: 

1. Der Organismus der Tiere, die auf synthetischem Wege 
Harnsaure bilden, besitzt die Fahigkeit, Harnsiure in ziemlich 
betrichtlicher Menge, und zwar in einem Verhiltnisse, das 
zwischen 33°/, und 59°/, der zugefiihrten Harnsiure schwankt, 
zu zerstéren. Die prozentuale Menge der zerstérten Harnsiiure 
hangt sehr wahrscheinlich von der Menge der zugefiihrten Harn- 
siure ab. 

2. Dieser Tierorganismus ist weiter imstande, Guanin in 
Xanthin umzuwandeln und es auch in einfachere Molekular- 
komplexe zu spalten, die den Purinring nicht mehr enthalten. 

3. Aus dem vom Guanin stammenden Xanthin bildet sich 
eine gewisse Menge Harnsiure, die also oxydativen Ursprung hat. 

4. Die Zufuhr von Nucleinsaéure zieht eine kleine Zunahme 
der ausgeschiedenen Purinbasen und ein betrichtliches Plus der 
Harnsiureausscheidung nach sich. Dieses Harnsiureplus mu 
als Abkémmling der Proteingruppe der Nucleinsaéure aufgefaBt 
werden. 





Beitrage zum Mechanismus der Pepsinverdauung. 


Von 
Johanne Christiansen (Kopenhagen). 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung der biologischen Versuchs- 
anstalt in Wien.) 


(Eingegangen am 4. November 1912.) 


Mit 3 Figuren im Text. 


I. 
Es wird allgemein angenommen, daB die optimale Aciditat 
fiir die Pepsinverdauung bei einer ziemlich hohen Wasserstofi- 
ionenkonzentration liegt. Wegen der immerhin mangelhaften 


Methoden zur Bestimmung der verdauenden Kraft, sowie auch 
der bis vor kurzem noch unzureichenden Methoden zur Be- 
stimmung der Aciditat, ist jedoch diese Frage bis jetzt nicht 
einwandfrei entschieden worden. Nur S. P. L. Sérensen?*) hat 
die elektrometrische Methode der Wasserstoffionenbestimmung 
benutzt, seine Methode der Pepsinbestimmung ist aber, wie er 
selbst angegeben hat*), nicht einwandfrei. Die meisten ibrigen 
Untersucher (Schiitz und Huppert*), Slis*), Kriiger’), 
Croner*) und viele andere) haben sich sehr unzuverlissiger 
Methoden der Aciditatsbestimmung bedient. 

AuBerdem finden bei der Pepsinverdauung neben- und 
nacheinander verschiedene Vorgiinge statt, die noch einer ge- 
naueren Analyse bediirfen. Namentlich mu8 man, wie es neuer- 


1) §. P. L. S6rensen, diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 

2) S. P. L. Sérensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 393, 1912. 

3) Schiitz und Huppert, Arch. f. d. ges. Physiol. 80, 470, 1900. 
4) J. Slis, Ref. im Chem. Centralbl. 1, 1300, 1900. 

5) Fr. Kriiger, Zeitschr. f. Biol. 41, 467, 1901. 

6) W. Croner, Virchows Archiv 150, 260, 1897. 
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lich Abderhalden und Steinbeck") hervorgehoben haben, 
zwei Wirkungen des Pepsins getrennt betrachten, namlich: 
erstens die Lésung koagulierten EiweiBes, zweitens die Ver- 
dauung von genuinem fliissigen EiweiB. Es ist ja durchaus 
nicht notwendig und auch gar nicht einmal wahrscheinlich, 
daB dieselben Gesetze in diesen beiden Fillen Geltung haben 
miissen. Die Bestimmung der Lage des Aciditatsoptimums bei 
der Lésung von koaguliertem Eiwei8 war u. a. der Gegenstand 
einer vorhergehenden Abhandlung*), und das Resultat war eine 
Bestatigung der friiheren Auffassung, daB fiir diesen ProzeB 
das Vorhandensein einer groBen Menge iiberschiissiger freier 
Salzsiure am giinstigsten ist. 

In der folgenden, von Prof. Pauli angeregten Untersuchung 


ist es die nichste Aufgabe gewesen, der zweiten Frage naher- 
zutreten, also zu priifen, ob auch die Verdauung des genuinen 
EiweiBes bei Uberschu8 von freier Salzsiure geférdert wird. 
Die Methode, die zur fortlaufenden Feststellung der Pe psin- 
wirkung gewahlt wurde, war die im hiesigen Laboratorium 
viel benutzte Viscositatsbestimmung, die zuerst von Spriggs *) 
zur Verfolgung der Proteolyse gebraucht worden ist. Unsere 


Technik der Viscosimetrie weicht von der seinigen ab. Nament- 
lich ist es nach den hier schon friiher gemachten Erfahrungen 
ganz unn6tig, besondere Vorkehrungen zur Erzielung eines kon- 
stanten Druckes zu treffen. Die methodischen Details sind 
iibrigens in den Arbeiten aus dem hiesigen Institute (nament- 
lich in der Arbeit von Schorr*) eingehend beschrieben worden, 
und es soll daher hier auf diese verwiesen sein. Der Wasser- 
wert der gebrauchten Viscosimeter war 108,6 Sek. Indem das 
Viscosimeter in einem durchsichtigen Ostwaldschen Thermo- 
staten mit Riihrwerk und Thermoregulator angebracht wurde, 
konnte die Temperatur immer konstant auf 25° erhalten werden. 

Die Bestimmung der Aciditat geschah durch Titration 
mit dem Giinzburgschen Reagenz als Indicator: Diese Methode 
liefert, wie aus einer friiheren Abhandlung*) hervorgeht, brauch- 

1) E. Abderhalden und E. Steinbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
68, 292, 1910. 

*) Johanne Christiansen, diese Zeitschr. 46, 257, 1912. 

3) E. J. Spriggs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 465, 1902. 


*) C. Schorr, diese Zeitschr. 37, 424, 1911. 
5) Johanne Christiansen, diese Zeitschr. 46, 24, 1912. 
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bare Werte fiir die freie Salzsiure, und ist auch zur Bestim- 
mung der Wasserstoffionenkonzentration bei hoheren Aciditaten 
verwendbar, da unter solchen Umstanden die Wasserstoffionen- 
konzentration nur von freien starken Sauren herriihren kann. 
Dies wurde jedoch in der erwahnten Abhandlung nur fiir Albu- 
mosen und Peptone erwiesen. Dab diese Methode aber auch 
fiir genuines dialysiertes EiweiB angewendet werden kann, haben 
im hiesigen Laboratorium ausgefiihrte Untersuchungen gezeigt, 
indem die elektrometrischen Wasserstoffionenbestimmungen und 
die parallel ausgefiihrten Giinzburg-Titrierungen an Mischungen 
von dialysiertem EiweiB und Salzsiure, wie die folgende Tabelle I 
zeigt, korrespondierende Werte lieferten. 


Tabelle L. 


Dialysiertes Rinderserum. 





EiweiB- Jesamt- Cy: aus den 
konzentration | Salzsiure- | Cy : |  G.-Zahlen 
°/, | konzentration | berechnet 

0 

0 


0,808 | 0,005 0,00025 


_ 0,007 0,00073 


_ 0,020 0,00865 
— 0,030 0,0156 


0,0077 
0,0172 


0 
0 
— 0,010 0,00187 | 0 0 
8 
18 


Die Wasserstoffionenbestimmungen sind von den Herren 
K. Manabe (Tokio) und J. Matula anlaBlich anderweitiger 
Untersuchungen am Institute ausgefiihrt worden. 

In der Tabelle bedeutet Cy die Wasserstoffionenkonzen- 
tration. Die Giinzburg-Zahlen (G) bedeuten die Anzahl von 
1/,,. ccm ®/,,-NaOH, die zur Neutralisation der in 10 ccm gegen- 
wartigen freien Salzsiure nétig waren. Diese Zahlen entsprechen 
also der mit 1000 multiplizierten tatsaichlichen Konzentration 
an freier HCl. Die Berechnung der H-lIonenkonzentrationen 
aus den Giinzburg-Zahlen geschah durch graphische Interpola- 
tion mit Hilfe der von Kohlrausch fir die Dissoziationsgrade 
der Salzsiure angegebenen Daten. 

Die Tabelle zeigt eine fiir unsere Zwecke praktisch ge- 
niigende Ubereinstimmung zwischen den beobachteten und den 
aus den Giinzburg-Zahlen berechneten Cqg-Wertén, indem die 
Differenz innerhalb der Fehlergrenze der Giinzburg-Titrierungen 
(0,002) liegt. 
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Es ist aus den Untersuchungen von Pauli und Han- 
dovseky') bekannt, daB die Viscositét von Siure-EiweiB- 
mischungen mit zunehmender Saéuremenge bis zu einem Maxi- 
mum steigt, das nach Paulis Theorie dem Maximum der an- 
wesenden EiweiBionen entspricht. Bei weiterem Zusatz von Salz- 
siure nimmt die Viscositaét wieder ab. Unsere Untersuchungen 
muBten demzufolge darauf gerichtet sein: 1. eine Reibungs- 
kurve fiir das zu untersuchende Serum bei steigendem HCl-Zusatz 
zu konstruieren; 2. die Aciditaét dieser Mischungen durch Giinz- 
burg-Titration zu messen; 3. die Viscositatsinderung durch Zu- 
satz von Pepsin bei verschiedenen Aciditéiten zu beobachten. 

Das verwendete Serum war ein vorziiglich dialysiertes 
Rinderserum, dessen Stickstoffgehalt 0,259°/,, und dessen Ei- 
weiBgehalt 1,616°/, betrug. Bei den Versuchen kam immer 
dieselbe EiweiBkonzentration, nimlich 0,808°/, zur Verwendung, 
indem das Serum mit gleichem Raumteile von Salzsiure ver- 
schiedener Konzentrationen gemischt wurde. 


Tabelle II. 


Dialysiertes Rinderserum. 





Durchstrémungszeit Giinzburg- Giinzburg- 
EiweiB Gesamt- in Sekunden Reaktion Reaktion 
= HCl-Kon- senna = in der in der 

zentration | ynfiltrierte| filtrierte | Unfiltrierten filtrierten 
°F Mischung ; Mischung Mischung Mischung 





0 8: | 180 


0 
0,002 n 
0,004 » 
0,006 » 
0,008 » 122,8 
0,010 » 125,0 


112,4 
0,012 » 32,2 | 129,2 
| 
| 
} 


112,4 
113,0 
117,6 


0,014 » 129,6 
0,016 » 
0,018 » 
0,020 » 
0,022 » 
0,025 » 
0,030 » 
0,035 » 
0,040 » 
0,050 » 
0,100 » 
0,200 » 


128,8 
128,8 


126,4 


+ + ++ t+eocoocscsce 


123,0 














+t¢¢¢4¢¢4+¢4¢4¢4+4++ 0000000 


2) W. Pauli und Handovsky, diese Zeitschr. 18, 340, 1909 
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Die Anderungen der Viscositat dieses EiweiBes bei steigen- 
dem Siurezusatz sind auf Fig. 1 (die voll ausgezogene Kurve) 
graphisch dargestellt worden. Auf der Abszisse sind die zu- 
gesetzten Salzsiuremengen, auf der Ordinate die Durchstré- 
mungszeiten in Sekunden angegeben. In der Tabelle II finden 
sich diese Werte tabellarisch geordnet. Aus der Kurve geht 
hervor, daB die Viscositét mit steigendem Siurezusatz sehr 
stark ansteigt, um bei 0,012 n-HCl das Maximum zu erreichen 
und sich dann wieder langsam zu vermindern. 


(Sek) 


8 


‘. 
S 
S$ 
> 
s 
S 





Fig. 1. Rinderserum. 


Bei der Bestimmung der freien Salzsduremenge in diesen 
Mischungen mittels Giinzburg-Titrierung ergab sich das eigen- 
tiimliche Verhaltnis, daB freie Salzsiure eben erst im 
Viscositatsmaximum nachgewiesen werden konnte’). 
So zeigte eine Mischung von den Gesamt-Salzsiurekonzentra- 
tionen 0,010 n und 0,011 n noch keine Reaktion mit Giinzburg- 
Reagens, wihrend die Mischung 0,012 n, bei der, wie erwahnt, 
das Maximum der Viscositaét dieser Versuchsreihe liegt, eben 
eine Andeutung der Reaktion aufwies. Bei Mischungen von 
0,013, 0,014 n-HCl usw. traten kriftigere Reaktionen auf. 
Diese Erscheinung bestitigt in schlagender Weise die Annahme 
W. Paulis, daB der Anstieg der Viscositat bis zum Maximum 


1) Nahere Daten in dieser Richtung bringt die demnichst er- 
scheinende Arbeit von Manabe und Matula. 
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dadurch seine Erklirung findet, daB Salzsiure vom EiweiB ge- 
bunden wird, und dieses Salz in Chlorionen und positive Ei- 
weiBionen dissoziiert. Diese letzteren bedingen durch ihre be- 
deutende Hydratation die groBe Viscositét dieser Lésungen. 
Durch Uberschu8 von Salzsiure wird die Dissoziation zuriick- 
gedringt, und die Viscositét nimmt daher ab. 

Um dieses Verhiltnis sicherzustellen, wurde ein zweiter 
EiweiBstoff, naimlich Hammelalbumin, das durch Aussalzen von 
Hammelserum mit Ammonsulfat und nachfolgender Dialyse des 
in Lésung verbliebenen Albumins gewonnen worden war, in 
derselben Weise untersucht (N-Gehalt 0,42°/,, EiweiBgehalt 
2,62°/,). Die mit diesem Eiwei8 gewonnenen Zahlen sind 
in Tabelle III zusammengestellt worden. Die entsprechende 
graphische Darstellung findet sich in Fig. 2 (die voll ausgezogene 
Kurve). Auch bei dieser Versuchsreihe zeigte sich eben im 
Reibungsmaximum (bei 0,018 n-HCl) die erste Spur einer Re- 
aktion mit Giinzburg-Reagens. 


Tabelle III. 


Dialysiertes Hammelalbumin. 





Durchstroémungszeit Giinzburg- Giinzburg- 
Gesamt- in Sekunden Reaktion Reaktion 
HCl-Kon- |—— — in der in der 
zentration | ynfiltrierte| filtrierte | Unfiltrierten filtrierten 
Mischung Mischung| Mischung Mischung 
0 123.4 | 1934 
0 115.2 | 115,2 
0,005 124,4 118,0 
0,010 140,0 127,6 
0,016 153,0 141,6 
0,018 153,6 145,2 
0,020 152.6 | 146,2 
0,030 145,2 145,2 
0,040 140,4 140,4 


—) 
— 





| 
\| 


=B\s 


— DO 











++++cccos 
+++4coccoso 





Bei der Ausfiihrung dieser Versuchsreihen wurden einige 
interessante Beobachtungen iiber die Adsorption von Ei- 
weiBlésungen durch Filtrierpapier gemacht, die nicht nur 
wegen der methodischen Aufklirung iiber die richtige Filtra- 
tion der EiweiBlésungen vor der Viscosimetrie, sondern auch 
allgemeines Interesse beanspruchen kénnen. 
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Fig. 2. HCl-+ Serumalbumin (Hammel). 


II. 

Es ist jedem, der mit einem Viscosimeter gearbeitet hat, 
bekannt, daB die Lésungen sehr gut filtriert sein miissen, weil 
kleine Verunreinigungen sich leicht in der Capillare festsetzen 
und zu falschen Werten fiihren kénnen. Es zeigte sich in- 
dessen, da diese Filtrierung durchaus keine indifferente Ma- 
nipulation ist, indem bei gewissen Mischungen von Saure und 
EiweiB eine sehr groBe Anderung der Viscositaét durch Fil- 
trierung resultierte, waihrend sowohl bei nativem EiweiB ohne 
Saiure wie auch bei starkerem Siauregehalt die Viscositat nicht 
merkbar beeinflu8t wurde. Es handelt sich also nicht um 
eine einfache Abnahme der Lésung an Eiweibgehalt, wie dies 
von D. Fraser Harris’) bei Filtration durch Chamberland- 
Filter, von A. F. Hertz*) bei Filtration durch tierische Membra- 
nen nachgewiesen wurde; der Fehler scheint vielmehr von der 
physiko-chemischen Struktur der Lésungen als vom absoluten 
EiweiBgehalt abzuhingen. Eine Mischung, die 1,31°/, Hammel- 
albumin und 0,010 n-HCl enthalt, besitzt z. B. die Durch- 
strémungszeit 140 Sek., wihrend dieselbe Mischung im filtrier- 


1) D. Fraser Harris, Journ. of Physiol. 25, 207, 1900. 
2) A. F. Hertz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 347, 1906. 
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ten Zustande in 127,6 Sek., also um 12,4 Sek. schneller durch 
das Viscosimeter strémt. Eine 2,62°/,ige Lésung von Hammel- 
albumin ohne Saure hat dagegen die Durchstrémungszeit 
123,4 Sek. sowohl vor wie nach Filtrierung, und dasselbe gilt 
fiir eine Mischung von 1,31°/, Hammelalbumin und 0,030 n-HCl, 
die sowohl vor wie nach Filtrierung in 145,2 Sek. durch das 
Viscosimeter strémt. Dieses Verhalten schien also mit der 
Ionisation des EiweiBes in Zusammenhang zu stehen, und es 
war daher von Interesse, systematisch eine gréBere Anzahl 
Bestimmungen zu machen. Die Versuche wurden derart aus- 
gefiihrt, daB die aus den klar filtrierten Komponenten herge- 
stellte und die filtrierte Mischung zur selben Zeit in zwei 
Viscosimetern im gleichen Thermostaten untersucht wurden. 
Die Temperatur war 25° (und variierte héchstens um 0,1°). 
Die beiden Viscosimeter hatten infolge eines seltenen Zufalls 
ganz denselben Wasserwert (108,6 Sek.), so daB es méglich war, 
die Durchstrémungszeiten ohne Umrechnung zu_ vergleichen. 
Die Filtrierungen geschahen immer in derselben Weise: ca. 15 cem 
wurden 4 mal durch ein doppeltes Filter von einem Durch- 
messer von 9 cm geschickt. Bei den Versuchen der Tabelle III 
wurde gewohnliches Filtrierpapier, bei jenen der Tabelle II eine 
dichtere Papiersorte von Schleicher & Schiill benutzt. Ubrigens 
hatte auch schon einmaliges Filtrieren durch einzelne Filter 
einen groBen EinfluB auf die Viscositat der betreffenden 
Lésungen. 

In Fig. 1 (S. 230) und Fig. 2 (S. 232) sind die Resultate 
graphisch dargestellt. Die voll ausgezogenen Kurven betreffen 
die unfiltrierten, die punktierten die entsprechenden filtrierten 
Lésungen. Die Abszisse bedeutet die Gesamtsalzsiurekon- 
zentration, die Ordinate die Durchstrémungszeit, in Sekunden 
angegeben. Die Kurven zeigen deutlich, wie die einander ent- 
sprechenden Werte fiir die filtrierten und die unfiltrierten 
Lésungen im aufsteigenden sowie im ersten Teil der absteigen- 
den Kurve bedeutend auseinandergehen, wahrend die urspriing- 
lichen und die stirker sauren Lésungen dieselben Werte haben, 
ob sie nun filtriert sind oder nicht. Die Unterschiede sind 
am groBten im Maximum der Kurve, so daB also die Annahme 
nahe lag, daB es nur die hydratisierten EiweiBionen sind, die 
vom Filter adsorbiert werden; wenn diese praktisch fehlen, 
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wie beim neutralen oder beim starker sauren EiweiB, wo sie 
durch Zuriickdringung der Dissoziation wieder verschwunden 
sind, findet auch keine Adsorption seitens des Filtrierpapiers 
statt. Die Sache scheint indessen nicht so einfach zu sein: 
Filtriert man eine neutrale Eiweiflésung, so wird dadurch keine 
Anderung der Viscositét bewirkt. Setzt man aber zu 5 ccm 
von diesem filtrierten EiweiB 5 ccm 0,012 n-HCl hinzu, so daB 
also die Salzsiurekonzentration 0,006 n betriigt, so zeigt sich 
eine deutliche Abnahme der Viscosisit gegeniiber jener der- 
selben Mischung mit unfiltriertem EiweiB. Die Abnahme ist 
jedoch nicht so groB, als wenn man nach der Mischung filtriert. 
Die folgende Tabelle IV zeigt solche Beispiele. 


Tabelle IV. 





Durchstrémungszeit i. Sekunden 


a Serum vor der nach der 
Mischung Mischung 


zentration 
unfiltriert| filtriert | filtriert 





: —— —= 
0,808 °/, Rinderserum ... 0,006 n 123,0 | 121,6 117,6 
do. 0,035 n 123,0 123,0 123,0 

1,31°/, Hammelalbumin . . | 0,010n 140,0 | 135,4 127,6 
do. 0,020n 152,6 151,6 146,2 

do. 0,030n 145,2 145,2 145,2 











Die Tabelle zeigt ferner, daB die Filtrierung des neutralen 
Serum vor der Mischung mit Salzsiure in analoger Weise wie 
die Filtrierung nach der Mischung nur im aufsteigenden Teil 
der Kurve einen Einflu8 auf die Viscositat ausiibt. Bei héheren 
Aciditaten ist es ganz gleichgiiltig, ob man vor oder nach der 
Mischung filtriert, oder ob man iiberhaupt filtriert. Die bei 
niedrigen Acidititen hervorgebrachte Anderung ist, wenn man 
vor der Mischung filtriert, bedeutend geringer als wenn man 
nach der Mischung filtriert, und der EinfluB der Adsorption 
von neutralem Eiwei® seitens des Filtrierpapiers ist zweifellos 
in Wirklichkeit noch geringer als es aus diesen Versuchen er- 
scheint, weil ja die Filtrierung vor der Mischung in einer 
doppelt so groBen Konzentration von EiweiB, wie die Filtration 
nach der Mischung, erfolgt. . 

Man muB also annehmen, daf ein sehr geringer Teil vom 
neutralen Eiwei8 — vielleicht riihrt er von den auch hier an- 
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wesenden EiweiBionen her — im Filter zuriickbleibt. Dieser 
Teil mu8 aber so gering sein, daB es nur in dem steil auf- 
steigenden Teile der Kurve, wo iiberhaupt ganz kleine Unter- 
schiede grofBe Ausschlige geben, bemerkbar wird. Dagegen 
muB wahrscheinlich der gréBte Teil der Abnahme von der 
Adsorption der neugebildeten EiweiBionen herriihren; doch ist 
hier die Mitwirkung eines weiteren Faktors nicht ausgeschlossen. 
Es besteht namlich noch ein zweites, die Verhaltnisse kompli- 
zierendes Moment, indem auch ein kleiner Teil der freien 
Salzsiure vom Filter adsorbiert wird. 

Filtriert man z. B. in gewohnlicher Weise jene Lésungen 
der Tabellen II und III, die die maximale Viscositat aufweisen 
und also eben die Reaktion mit Giinzburgs Reagens geben, 
dann gibt die filtrierte Lésung nicht mehr diese Reaktion. 
Diese Verringerung der Menge freier Salzsiure bedingt auch 
die aus den Kurven ersichtliche Erscheinung, daB namlich der 
Hohepunkt der punktierten Kurven (Filtrate) ein wenig gegen 
die saure Seite hin verschoben ist. Auch diese Kurven be- 
staitigen also die friiher erwahnte Beobachtung, daB das Auf- 
treten von freier Salzsiure mit dem Maximum der Viscositat 
zusammenfillt. Da®8 Salzsiure von verschiedenen Ké6rpern 
(Tierkohle, Talcum usw.) sehr leicht adsorbiert wird, ist ja 
allgemein bekannt; in unserem Falle mu6 daher die Méglichkeit 
erwogen werden, ob vielleicht der ganze EinfluB des Filtrie- 
rens auf die Adsorption von Salzsiure zuriickzufiihren ist. 
Dieses ist indessen nicht wahrscheinlich, denn in einem solchen 
Falle miiBte die Viscositét im absteigenden Teile der Kurve 
nach der Filtrierung zunehmen; statt dessen nimmt sie aber 
ab bzw. bleibt unverindert. Sicher tiberwiegt also der am 
EiweiB selbst sich vollziehende AdsorptionsprozeB. 

Trotz der Kompliziertheit der Sache kann mit groBter 
Wahrscheinlichkeit gesagt werden, daB wir es hier mit einer 
bisher nirgends hervorgehobenen Eigenschaft der 
EiweiBionen zu tun haben, naimlich mit einer be- 
sonders starken Adsorbierbarkeit durch Filter. 

Um ausfindig zu machen, inwieweit diese Adsorption von 
dem Vorzeichen der elektrischen Ladung abhangig ist, wurde 
eine entsprechende Versuchsreihe mit Mischungen von Eiweil 
und Natronlauge ausgefiibrt. 
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Es ist am Institut von C. Schorr’) nachgewiesen worden, 
daB solche Mischungen, von einer gewissen Natriumhydroxyd- 
Konzentration an, sehr instabil sind, indem ihre Viscositét im 
Laufe kurzer Zeit erst zu-, spiter wieder abnimmt. Die oben 
beschriebene Versuchsanordnung, bei welcher die Bestimmungen 
der Viscositat der filtrierten und der unfiltrierten Lésung gleich- 
zeitig im selben Wasserbad mit zwei gleichwertigen Viscosi- 
metern vorgenommen wurden, ist daher bei diesen Versuchen 
von besonderer Bedeutung. 


Tabelle V. 


Rinderserum. 





— Durchstrémungszeit 
Eiwei8- | NaOH- in Sekunden | Zeitliche 


Konzen- 
Anderung der’ 
tration 


wert 


Konzen- un- 


* tungszeit 


tration | filtrierte filtrierte Viscositat 


= Beobach- 
2 Anfangs- 


% Mischung Mischung 
0.808 0,004 n 115,8 115.8 | unverandert 
0,008 » 118,6 116,4 — 
0,012 » 120.6 118.6 mee 
0,016 » 126,2 124,2 — 
0,020 » 128,4 127,8 steigend di 26,2 128,4 
0,024 » 130,2 130,2 — ) 128,2 130,2 




















Die Versuche zeigen den friiheren ganz entsprechende 
Verhiltnisse, nur sind die Unterschiede zwischen den Viscosi- 
tiiten der filtrierten und der unfiltrierten Lésungen etwas ge- 
ringer als beim SaureeiweiB. Auch beim Laugeneiweif findet 
sich die Abnahme der Viscositét durch Filtrieren nur _ bei 
schwacheren Natriumhydroxyd-Konzentrationen (von 0,008 n an), 
wahrend die Durchstrémungszeit bei starkeren Konzentrationen 
(0,024 n) unverindert bleibt. In jenem Punkte aber, wo die 
Lésungen anfangen instabil zu werden, beginnen auch die 
Werte fiir die filtrierten und die unfiltrierten Lésungen sich 
einander zu nihern. Auch die negativen EiweiBionen 
scheinen also starker adsorbierbar wie neutrales 
Protein zu sein, wenn auch bei weitem nicht so stark 
wie die positiven. 

Die praktische Konsequenz dieser Filtrierungsver- 
suche ist natiirlich die, daB man fiir eine ganze Versuchsreihe 


1) C. Schorr, diese Zeitschr. 37, 224, 1911. 
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nur im voraus gut filtrierte klare EiweiBlésungen verwenden 
darf und, wie dies im Institut immer geschieht, alle Zusiitze 
nach der Filtration vorzunehmen sind. Wird das Eiweif 
spater, z. B. durch Toluol getriibt, so kann sich die Notwendig- 
keit ergeben, es nochmals zu filtrieren. Die mit diesem neuer- 
lich filtrierten Serum gewonnenen Resultate sind aber mit den 
friiheren nicht direkt vergleichbar, weil das Serum durch das 
Filtrieren ein wenig verdiinnt worden ist. 


III. 

Wie schon erwahnt, hat E. J. Spriggs’) auf Veranlassung 
von Kossel zum ersten Male die Anderung der Viscositat von 
EiweiBlésungen durch Pepsinzusatz verfolgt. Er fand, daB Ei- 
weiblésungen durch Einwirkung von Salzsiure bei 38° einen 
aus der Viscositaétsabnahme ersichtlichen Abbau erleiden; dieser 
Abbau erscheint bei Pepsinzusatz bedeutend gesteigert. Spriggs 
gibt keine genaue Auskunft iiber die Aciditét, bei der er ge- 
arbeitet hatte; auBerdem hatte er kein dialysiertes Eiwei8 ver- 
wendet. Er meint selbst, daB es sehr wiinschenswert wire, 
dialysiertes EiweiB fiir soleche Versuche zu gebrauchen; es ist 
ihm aber nicht gelungen, ein solches mit geniigend groBer Vis- 
cositait herzustellen. Die Ursache davon liegt jedoch wahr- 
scheinlich nur darin, daB er mit einem Viscosimeter von zu 
geringem Wasserwert (73,1 Sek.) gearbeitet hat. In unserem 
Laboratorium sind schon vor einigen Jahren von R. Wagner 
nicht weiter veréffentlichte viscosimetrische Versuche iiber den 
peptischen Abbau von dialysiertem Serum ausgefiihrt worden. 
Er hatte mit Pepsin. pur. absol. in lamell. (Merck) bei der dem 
Viscositétsmaximum seines Serumalbumins entsprechenden Acidi- 
tat (etwa bei 0,015n-HCl) gearbeitet und konnte feststellen, 
daB diese Methode auBerordentlich empfindlich ist, indem sie 
auch bei Zimmertemperatur und sehr kleinen Pepsinmengen 
deutliche Unterschiede anzeigt. 

Unsere Versuche sollten, wie schon friiher erwahnt, den 
Einflu8 der Aciditét auf die Pepsinwirkung untersuchen. Das 
verwendete Serum war dasselbe dialysierte 1,616°/,ige Rinder- 
serum, mit dem schon ein Teil der Filtrationsversuche aus- 


1) E.J.Spriggs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 1902. 
Biochemische Zeitachrift Band 47. 16 
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gefuhrt worden war (Fig. 1). Um untereinander vergleichbare 
Kurven iiber die Reibungsabnahme infolge der Pepsineinwirkung 
zu erhalten, wurden immer je zwei Lésungen gewihlt, die die 
gleiche Anfangsviscositat besaBen, von denen aber die eine, 
ihrer Aciditét zufolge, den entsprechenden Viscositaétspunkt im 
aufsteigenden, die andere hingegen im absteigenden Teile der 
Reibungskurve hatte. Auf diese Weise wurden drei Salzsiure- 
KiweiBmischungen, deren entsprechende Viscositiiten alle im 
aufsteigenden Teile der Kurve lagen (die Mischungen besaBen 
daher alle keine freie Salzsiure) mit drei anderen verglichen, 
deren Viscosititen dem absteigenden Teile der Kurve an- 
gehorten (demnach alle freie Salzsiure enthielten). Die gewahlten 
Aciditaéten zugesetzter (nicht freier) Salzsiure waren die folgen- 
den: 1. 0,006n und 0,035n, welchen beiden eine Durchflub- 
zeit von 123,0 Sek. entsprach, 2. 0,008n und 0,022n mit der 
entsprechenden DurchfluBzeit von 128,0 Sek. und 3. 0,010n 
und 0,016n mit einer entsprechenden DurchfluBzeit von 
130.8 Sek. 

Die Versuche wurden so vorgenommen, da die beiden 
Lésungen von derselben Viscositat gleichzeitig in zwei Viscosi- 
metern (mit dem gleichen Wasserwert von 108,6 Sek.) untersucht 
wurden. Die Pepsin-Salzsiurelésung, sowie das Serum wurden 
jedes fiir sich im Thermostaten (25°) 10 Minuten lang vor- 
gewarmt, dann gemischt und gleich darauf die Durchstromungs- 
zeit bestimmt. Diese erste Bestimmung erfolgte in der Regel 
3 Minuten nach der Mischung. Die Viscositaétsabnahme wurde 
wahrend zweier Stunden durch sehr haufige Bestimmungen ver- 
folgt. Die Resultate sind in der Tabelle VI gesammelt. In 
Kontrollversuchen wurde untersucht, ob Saure allein eine merk- 
liche Abnahme innerhalb der Versuchszeit bewirken kann; es 
zeigte sich, daB dies nicht der Fall war. Erst nach 24 Stunden 
war eine Abnahme (um héchstens 2 Sekunden) zu konstatieren. 
Auch nach Spriggs erfolgt der Abbau durch pure Salzsdure 
nur bei 38° einigermaBen schnell, bei Zimmertemperatur aber 
sehr langsam. Weitere Kontrollversuche bezweckten, festzustellen, 
ob inaktiviertes Pepsin in den verwendeten sehr schwachen 
Konzentrationen einen wahrnehmbaren EinfluB apf die Viscositat 
ausiibt; dies war aber gleichfalls nicht der Fall. Bei diesen 
letzten Versuchen wurde die Erfahrung gemacht, daB es nicht 
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méglich ist, 1°/,iges Pepsin. pur. (Merck) in wisseriger Lésung 
durch kurzdauerndes Kochen vollstaindig zu inaktivieren; erst 
wenn es mit Salzsaiure gekocht wird, zeigt es sich im Vis- 
cosimeter nicht mehr wirksam. Dies ist in Ubereinstimmung 
mit der Beobachtung P. Liebmanns’), der fand, daB Pepsin 
viel besser in wisseriger als in salzsaurer Lésung haltbar ist. 


130 





DurchfluBzet (Sek) 


30 40 50 60 70 80 90 100 10 120 130 
Minuten (Zeit der Verdauung) 
Fig. 3. 


Die Tabelle VI zeigt, daB die Lésungen, die die gleiche 
anfangliche Viscositaét besaBen, unter PepsineinfluB 
mit gleicher Schnelligkeit in bezug auf ihre Viscositat 
abnehmen, ganz gleichgiltig, ob freie Salzsaure zu- 
gegen ist oder nicht. Die Versuche 1 und 2, die in Fig. 3 
graphisch dargestellt sind, zeigen dies besonders deutlich. Die 
voll ausgezogenen Kurven entsprechen den Lésungen ohne freie 
Salzsiure (Versuch 1: 0,006 n-Gesamt-HCl und Versuch 2: 0,008 n- 
Gesamt-HCl). Die gestrichelten Kurven entsprechen den Lé- 
sungen mit freier HCl (Versuch 1: 0,035 n-Gesamt-HCl und 
Versuch 2: 0,022n-Gesamt-HCl). Der Versuch 3 zeigt einen 
kleinen Unterschied, indem die Viscositét der Lésung ohne freie 
Salzsiure (0,01 n-HCl) ein wenig schneller als die der Lésung 
mit freier Salzsiure (0,016n-HCl) abnimmt. Der Unterschied 
iibersteigt jedoch nicht eine Sekunde, und wir méchten deshalb 
vorliufig einen — wenn auch ungewohnlich groBen — Versuchs- 


fehler nicht ganz ausschlieBen. 


1) P. Liebmann und L. Johannesen, Ugeskrift for Lager. 1911, 
Nr. 25. 
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Tabelle VI. 


DurchfluBzeiten von 0,808 °/, Rinderserum -- 0,002 °/, Pepsin -}- variierende 

















Saurenfengen. 
Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 
Gesamt-Salzsiure . . . . . [0,006n/0,035nj0,008 n 0,022 nj0,010n/0,016 n 
Konz. freier Salzsaure. . . 0 (0,023n} 0 (0,010ni 0 (0,004n 
Kontrolle (ohne Pepsin) . 123,0 | 123,0 | 128,0 | 128,0 | 130,8 | 130,8 
Nach 3 Minuten 121,8 | 122,0 - 126,6 | 130,0 | 129.8 
” 6 r — - —_ 126,0 | 128,6 128.4 
8 “ 121,4 _ 126,6 — — — 
12 - — 120,6 —_ 124,2 | 125,8 | 126,4 
14 - 120,6 = 124,4 o 125,2 | 125,4 
16 “ ea a one m 
18 “ — 119,6 — 122,8 —_ - 
19 “ 120,0 — — _ _ _ 
24 “ — - — | 122,22) — | 123,8 
26 - — — |1224, — —_ — 
28 m — |119,2] — | 121,4 }| 122.2 | 123,0 
32 - — |121,2; — — _ 
” 34 ” — — — |1206] — | 122,0 
36 “ _ — |1204) — |1206, — 
38 r _— 118,2 = — _ an 
“ 45 ” 117,8 — one an _ — 
- 49 - = — {1188 1194]1190 > — 
» 85 rn 117.0; — — — — | 119,6 
~ 58» ~~ | — fi — | — | — | 2908 
» 61 ” — |1166] — 118,0 
- 68 ” _ — |1184 1178] — - 
- 73 1164) — — — | 1184 
82 , _ — — — 11168 
85 - 116,2 = -— 117,4 — _ 
91 - ~- — 116.8 ae ‘esi _ 
9 > we) ee eee eee 
» 100 . 115,2 — — _— _ 
> 1038 . = —- = = 116,4 | 117,4 
» Ill . ~ 1152] — | 1166) — 
» 115 * -— a 116,6 — —_— — 
>» W7 , _ — — — $1162) - 
» 121 - 1150; — _— — {117.2 
» 124 . — — {1164 1158], — — 
» 127 “ 114,6 — ae 115,8 | 116,8 
» 1338 “ _— _— — — an -_ 
Nach diesen Versuchen wollen wir nur aussagen, daB, 





falls tiberhaupt ein Aciditétsoptimum dieser Pepsin- 
wirkung existiert, ein solches in der Nahe des Vis- 
cositatsmaximums, also eben beim Ionisationsoptimum 
des EiweiBes, oder beim ersten Auftreten der freien 
Salzsiure gelegen sein muB. Allerdings miissen wir diese 
SchluBfolgerung zunichst nur auf die als Viscositétsabnahme in 
die Erscheinung tretende Pepsinwirkung einschrinken. 











- FF | = 
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LaBt man die Lésungen z. B. 24 Stunden stehen, so geht 
die Viscositat noch weiter zuriick und erreicht zuletzt den 
gleichen Wert, den die reine wisserige EiweiBlésung hat, in 
unserem Falle also 112,4 Sekunden. Auch bei der Verdauung 
im Thermostaten erreicht die Viscositaét gerade diesen Wert. 
und zwar ganz unabhingig von der anwesenden Saiuremenge. 
Die durch die Pepsinverdauung gebildeten Abbau- 
produkte verhalten sich also Siure gegeniiber ganz 
anders als das genuine EiweiB; die hohe innere Reibung 
ist vor allem eine Eigenschaft der Ionen des genuinen salzfreien 
EiweiBes, denn die Eigenschaft verschwindet mit fortschreitender 
Verdauung’). 

IV. 

Die Ergebnisse der ausgefiihrten Pepsinversuche stimmen 
mit den mit Hilfe der Mettschen Methode gewonnenen Re- 
sultaten nicht iiberein. Es war daher von Interesse, zu unter- 
suchen, inwiefern hier besondere Umstande die Differenzen ver- 
anlassen. Namentlich muBte man an einen méglichen Einflub 
seitens der Salze denken, da ja bei Metts Methode bisher ge- 
wohnliches EiweiB und nicht — wie bei unseren Viscositits- 
bestimmungen — dialysiertes EiweifB verwendet wurde. Leider 
ist es schwierig, dialysiertes EiweiB von geniigend groBer Kon- 
zentration fiir diese Methode herzustellen. Dagegen war es 
denkbar, dai’ man durch Dialyse den Salzgehalt in den Mett- 
schen EiweiSréhrchen verringern kénnte. Roéhrchen mit koagu- 
liertem EiweiB*) von ca. 3cm Linge wurden daher 3 Wochen 
hindurch gegen strémendes destilliertes Wasser dialysiert. Zum 
Vergleich wurde eine zweite Partie von Roéhren in einer ® ,,-NaCl- 
Lésung dieselbe Zeit hindurch aufbewahrt, und eine dritte Partie 
wurde gleichzeitig trocken, mit Lack verschlossen, gehalten. 
Nach 4 Wochen wurden Versuche zur Bestimmung des Aciditits- 
optimums fiir die Pepsinwirkung mit diesen drei Serien Rohren 
ausgefiihrt. Die Pepsinkonzentration war 0,1°),, die Temperatur 
ca. 36°, die Zeit 24 Stunden. Die Resultate, in Millimetern 
geléster EiweiBsiule angegeben, waren die folgenden. 

1) Auf anderem Wege ist diese Frage von Wo. Pauli und K. Dukes 
friher am Institut untersucht und aufgeklirt worden. Die Ergebnisse 
werden demnichst veréffentlicht. 


2) Die EiweiBréhren wurden auf die in einer friihezen Arbeit 
(Johanne Christiansen, |. c.) genau beschriebene Weise hergestellt. 
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Tabelle VII. 





Konzentration freier Salzsiure 
0 |0,005|0,01 0,02'0,03'0,04 0,06/0,08} 0,1 |0,15 
bis | bis | bis bis | bis | bis bis | bis | bis | bis 
0,005! 0,01 '0,02 0,03 0,04'0,06 0,08! 0.1 0,15| 0,2 
EiweiBréhren, 
gegen Wasser dialysiert | 0,2 | 3,3 | 6,8 | 8,4 /10,710,8 11,2/10,8 
gegen"/,9-NaCl dialysiert 5 | — | 5,7 | 9,9 |11,1)12,1,12,8)11,5 
trocken aufbewahrt . .| 0,5 | — 3,9 5,8! 9,0) 9,4.10,8 10,0) 8, 3 








Die Konzentration freier Salzsiure wurde wie gewohnlich 
durch Giinzburg-Titration bestimmt; sie erlitt waihrend der Ver- 
dauung nur eine sehr geringe Anderung (ca. 0,002); der Unter- 
schied zwischen der Gesamt-Salzsiiurekonzentration und der 
Konzentration freier Salzsiure war durch die Salzsiurebindung 
des Pepsins bedingt und betrug nur 0,004n-HCL. 

Die Tabelle zeigt, daB fiir alle drei Serien von Réhren 
dasselbe Aciditiitsoptimum besteht; es findet naimlich in allen 
drei Fiillen die stirkste Verdauung bei einer Aciditat statt, die 
zwischen 0,06n-HCl und 0,08n-HCl gelegen ist. Der Salzgehalt 
scheint also innerhalb unserer Versuchsreihe gar keinen Einflub 
auf die Lage des Optimums zu haben’). 

Um einen unmittelbaren Vergleich mit den viscosimetrischen 
Pepsinversuchen (Tabelle VI) zu erhalten, wurden die dialysierten 
Mettschen Réhrchen direkt in die dort untersuchten sechs Saure- 
EiweiB-Pepsinlésungen gebracht und in dem Thermostaten 
24 Stunden hindurch bei 37° stehen gelassen. Die Resultate 
waren die folgenden, in Millimetern angegeben. 


Tabelle VIII. 


0,808°/, Rinderserum. 





Gesamt-Salzsiurekonz.. . |0,006n/0,008 n| 0,01n 0,016 n}0,022 n/0,035 n 
Konz. freier Salzsiure . . o |; 0 0 /|0,004n)0,010 nj0,028n 


5,8 


ba 


1} 0,002°/, Pepsin .... 0; 0 | ),: | 1,5 


21 0,1%, ie) Fe 


1) Die drei Versuchsserien der Tabelle VII sind in ihrem Verlaufe 
nicht ganz identisch, da die Versuchstemperatur nicht ganz die gleiche 
war. Bei einem anderen Versuche, wo Réhren der drei verschiedenen 
Serien gleichzeitig von der gleichen Pepsinlésung verdaut wurden, zeigte 
es sich, daB alle drei eine ganz gleiche Verdaulichkeit hatten. Die Ver- 
daulichkeit wird also durch die Dialyse nicht merklich beeinfluBt. 
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Die Tabelle zeigt sehr deutlich den Anstieg der Verdauung 
mit der steigenden Menge Salzsiure. Von einem Verdauungs- 
optimum eben beim ersten Auftreten freier Salzsiure, also beim 
Neutralisationspunkt der basischen Affinitaéten des EiweiBes (hier 
bei 0,012 n-Gesamt-Salzsaure), ist hier keine Spur zu_ sehen: 
wahrend wir friiher beim nativen EiweiB gefunden hatten, dab 
die zu beiden Seiten des Neutralitatspunktes gelegenen und in 
ihrer Viscositait einander entsprechenden Lésungen (also z. B. 
derjenigen mit 0,006 n- und 0,035 n-Gesamt-Salzsaéure) genau den 
gleichen peptischen Abbau aufwiesen. 

Im ersten Versuch der Tabelle VIII ist genau die gleiche 
Menge Pepsin wie in den viscosimetrischen Versuchen benutzt 
worden, und man ersieht aus diesem Vergleich deutlich, wie 
empfindlich die letztere Methode ist, indem Lésungen, die bei 
25° im Laufe von 2 Stunden einen viscosimetrisch deutlich 
me8baren Abbau bewirken, selbst in 24 Stunden und bei 37° 
keine oder nur eine spurweise Verdauung nach Metts Methode 
erkennen lassen. 

Es kann kaum einem Zweifel unterliegen, daB der Unter- 
schied in den mittels beider Methoden erhaltenen Resultate 
durch den Unterschied des Materials seine Erklarung findet, 
indem die Lésung koagulierten EiweiBes freier Salz- 
siure bedarf. die Verdauung genuinen EiweiBes da- 
gegen nicht. 

V. 

Es war in diesem Zusammenhang von Interesse zu unter- 
suchen, ob auch mittels anderer Methoden dieselben Verhilt- 
nisse angezeigt werden. Es ist in einer friiheren Arbeit nach- 
gewiesen worden, daB wihrend der Pepsinverdauung freie Salz- 
siure von den neugebildeten ,formoltitrierbaren* Aminogruppen 
gebunden wird'). Es ist also méglich, die Verdauung einfach 


durch Titrierung mit Giinzburgs Reagens als Indicator quanti- 
tativ zu verfolgen. Ein solcher Versuch wurde folgendermaBen 
angestellt : 

6 EiweiBlésungen, jede mit 1,212°), Serum und 0,125°, 
Pepsin sowie verschiedenen Mengen Salzsiéure versetzt, wurden 
(mit Toluolzusatz) in den Thermostaten bei 37° gestellt. Die 


1) Johanne Christiansen, l. ce 
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Menge freier Salzsiure wurde in jeder Lésung vor und nach 
der Verdauung mittels Titrierung mit */,,-NaOH mit Giinzburgs 
Reagens als Indicator bestimmt. (Wenn freie Salzsiure nicht 
vorhanden war, wurde mit */,,-HCl bis zum Erscheinen der 
Ginzburgschen Reaktion titriert.) Die Menge der gebundenen 
Salzsiure bzw. die Salzsiurebindungsfahigkeit war anfianglich 
in allen Versuchen die gleiche, nimlich 0,023, und zwar war 
vom Serum 0,018, vom Pepsin 0,005 gebunden. Im Laufe der 
Verdauung war eine bedeutende Steigerung dieser Salzsiure- 
bindungsfahigkeit deutlich erkennbar, wie die folgende Tabelle 
dartut. 
Tabelle IX. 
1,.21°/, Rinderserum + 0,125°/, Pepsin -+ verschiedene Mengen 
Salzsaure. 





Versuchs-Nr. 
1 | 2] 8 | 4] 5 6 


Gesamt-HCl-Konzentration 


—— = —————— j — 
0,005) 0,012) 0,025)0,050)0,075 0,100 


Nn eicit } dawang.” [-9:018|—0,010 0,002)0,027}0,052 0,07 
do Co ~0,021 |_0,020 ~0,009}0,018)0,042'0,065 
| 


414 Tage nach , 9 99 _ 7 ol 2° . 
do Ad, Veodinune ast Titania aide etl hats ina 


| 





Konz.gebundenerHCl | | 
baw. Seurebindungs- VF der Ver- 0,023) 0,023 0,023/0,028)0,023)0,023 
fihigkeit f 8 


do {7 Rete] 0,026) 0,032, 0,034 0,032/0,03310,035 
i | 

(14 Tage nach } 9 934! 9.941! 0,04010,038'0,087/0,040 
| ' 


do (d. Verdauung 





Die Tabelle zeigt, daB die Lésungen mit Ausnahme des 
Versuchs 1 (wo schon anfanglich ein bedeutendes Defizit freier 
Salzsiure vorhanden war) ungefaihr die gleiche Zunahme der 
gebundenen Salzsiuremenge (bzw. Salzsiurebindungsfahigkeit) 
erfahren, nimlich ca. 0,009 bis 0,012. Die Methode ist zwar 
nicht sehr empfindlich, die Resultate kénnen aber doch mit 
den Mettschen Versuchen der Tabelle VIII verglichen werden. 
Wahrend in der Tabelle VIII ein betrachtlicher Anstieg der 
Verdauung von den Acidititen 0,004 bis 0,023 freie HCl statt- 
findet, liegt der Unterschied der Verdauung bei den entsprechenden 
Aciditéten in der Tabelle IX (0,002 und 0,027 n-freie HCl) 
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innerhalb der Versuchsfehler (der von der GréGe 0,002 ist) und 
geht wohl zufallig sogar in der entgegengesetzten Richtung. 
In dem Versuch 2, wo anfianglich keine freie Salzsiure vorhanden 
war, ist der Abbau ebenso groB, wie in den Lésungen mit freier 
Salzsaure. 

Auch bei dieser Methode zeigt es sich also, daB bei der 
Verdauung von genuinem dialysierten Eiwei8 kein merklicher 
UberschuB von freier Salzsiure nétig ist. 

Unsere Titrationsmethode ist aber, wie schon hervorgehoben, 
nicht sehr empfindlich, und es ist daher nétig, die Lésungen 
recht lange Zeit in dem Thermostaten stehen zu lassen, wo- 
durch die aus Liebmanns und Johannesens’) Untersuchungen 
bekannte Salzsdureschidigung des Pepsins die Verhialtnisse kom- 
pliziert, wie man aus dem Vergleich zwischen den Versuchen 1 
und 6 der Tabelle ersehen kann. Im Versuch 1 hat die ge- 
bundene Salzsiuremenge nach 1'/, Tagen nur um 0,003 zu- 
genommen, wihrend sie im Versuch 6 um 0,012 gesteigert ist, 
in den folgenden 12*/, Tagen dagegen nimmt die gebundene 
Salzsiuremenge im Versuch 1 um 0,008 zu, wahrend sie im 
Versuch 6 wegen der Salzsiureschidigung des Pepsins nur um 
0,005 zunimmt. Dieses Moment spielt bei den kurzdauernden 
viscosimetrischen Versuchen keine Rolle, und es war daher 
winschenswert, auch eine andere Methode benutzen zu kénnen, 
die in der gleichen Zeit und bei der gleichen Temperatur wie 
die viscosimetrische Methode verwendbar wire. Es wurde des- 
halb versucht, ob nicht die durch Pepsin und Salzsaure_ be- 
wirkte Acidalbuminbildung des dialysierten EiweiBes sich als 
quantitative Methode verwerten lieBe. 

Versetzt man dialysiertes Rinder- oder Pferdeserum mit 
Salzsiure (z. B. 5 cem Serum -- 5 cem ®/,,-HCl), so findet nach 
wenigen Sekunden eine Acidalbuminbildung statt, die man an 
der bei Neutralisation eintretenden Triibung erkennen kann’). 
Dasselbe tritt bei Benutzung von rohem Hiihnereiweib, vier 


1) P.Liebmann undJohannesen, Ugeskrift for Lager. 1911. Nr. 25 

2) Die Triibung scheint bei ein wenig saurer Reaktion (Umschlag 
des Kongopapiers) gréBer als bei der ganz neutralen Reaktion (Umschlag 
des Lackmuspapiers) zu sein, wie es auch von F. Goldschmidt be- 
obachtet wurde (Uber die Einwirkung von Siauren auf EiweiBstoffe. 
Inaug.-Diss. StraBburg 1898). 
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mal verdiinnt, neutralisiert und filtriert, auf. Der Vorgang wird 
von Pepsin beschleunigt, und es war also méglich, diese Be- 
schleunigung als Ma®B der Pepsinwirkung zu benutzen. Der 
Vorgang war aber wegen der schon von der Saure bewirkten 
Acidalbuminbildung ziemlich kompliziert, und es war daher vor- 
zuziehen, einen EiweiBstoff zu benutzen, der unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen nicht mit Saure allein, sondern nur mit 
Salzsiure +- Pepsin eine Acidalbuminlésung zeigte. Als ein 
solcher stellte sich das schon fiir die Titrationsversuche be- 
nutzte 2,62°/,ige reine Serumalbumin (Hammel) heraus. 

Es ist schon aus Hammarstens') und Johanssons’) 
Untersuchungen bekannt, daB Serumalbumin gegen Spaltung 
durch verdiinnte Saéuren (in Gegensatz zu Globulin) sehr resi- 
stent ist, und es zeigte sich auch bei uns, daB das benutzte 
Hammelalbumin selbst nach kurzem Kochen mit Salzsiure in 
den fiir die zu erwihnenden Pepsinversuche verwendeten Kon- 
zentrationen keine Spur einer Acidalbuminbildung erkennen 
laBt. Bei Zusatz von Pepsin dagegen tritt schon bei Zimmer- 
temperatur nach kurzer Zeit eine deutliche Acidalbuminbildung 
auf, und zwar in ausgesprochener Abhingigkeit vom Salzsaure- 
gehalt. 

Die Versuche wurden folgendermaBen angestellt: In je 
12 Eprouvetten wurden 5ccm Albumin, 1 ccm 0,1°/, Pepsin 
und 0,8, bzw. 1,2, 1,6 usw. ccm ®/,,- (bzw. ®/,-) HCl und Wasser 
auf 10 ccm Gesamtvolumen gemischt und zur Verdauung bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 1 Stunde wurden 
die Lésungen in derselben Reihenfolge neutralisiert, indem die 
der zugesetzten Siuremenge entsprechende Menge 2/,,- (bzw. 
n/.-) KOH zugesetzt wurde. Bei dieser Neutralisation entstand 
eine Triibung, die in den verschiedenen Lésungen verschieden 
stark war. Die relative Starke dieser Triibung wird in der 
Tabelle X durch die Anzahl der +-Zeichen angegeben. 

Die Tabelle zeigt einen sehr deutlichen Unterschied zwischen 
den verschiedenen Lésungen. Die GréBe der bei der Neutra- 
lisation entstehenden Ausfallung steigt schnell bis zur Lésung 
von der Aciditaét 0,018 n, wo eben freie Saéure auftritt und das 


1) O. Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 466, 1884. 
2) J. E. Johansson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 310, 1885. 
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Viscositatsmaximum der Serie liegt; von da an nimmt die Trii- 
bung wieder allmahlich ab. 
Tabelle X. 


1,31°/, Hammelalbumin + 0,01°9/, Pepsin + verschiedene 
Mengen HCL 





So ‘ | Grad der Ausfallung 
Versuchs-Nr. a ; Konzentration |}.; Neutralisation nach 
onzentration freier HC] | . 
1 Stunde 
1 0 ! 0 } klar 
2 0,008 n 0 + 
3 0,012 » 0 $-t-f-f- 
4 0,016 » 0 | +4++4++ 
5 0,018 » Spur tee 
6 0,020 » } 0,002 n | +4+++4++ 
7 0,022 » 0,004 » | +++++ 
8 0,024 » 0,006 » +++ 
9 0,028 » 0,010 > +++ 
10 0,030 » 0,012 » ++ 
i] 0,050 » } 0,032 » oe 
12 0,080 » 0,062 » + 
| 





Anscheinend erreicht demnach die Verdauung gerade im 
Neutralisationspunkte der basischen Affinitaten des Albumins, 
wo also die meisten lonen vorhanden sind, ihr Maximum. 
Diese SchluBfolgerung ist aber nicht ganz sicher. Variiert man 
namlich die Versuchszeit, so zeigt sich, daB die bei Neutrali- 
sation angezeigte Acidalbuminmenge (bei 0,01°), Pepsin und 
einer Temperatur von 15°) nach */, Stunde am gréBten ist 
und mit der Zeit wieder langsam abnimmt. Wabhrscheinlich 
werden im Verlaufe der Pepsinwirkung mit der Zeit bei der 
Neutralisation nicht fallbare fortgeschrittenere Abbauprodukte 
gebildet. 

Es wire demnach méglich, daB in Tabelle X nur ein 
scheinbares Optimum vorliegt, das dadurch vorgetiuscht wird, 
daB die bei den hdheren Aciditaiten gebildeten Verdauungs- 
produkte nicht mehr die Eigenschaften des Avidalbumins auf- 
weisen. Gegen diese Auffassung spricht aber die Tatsache, dab 
die Lage des Ausfillungsmaximums bei verschiedenen Zeiten 
ganz unverindert bleibt und anch bei sehr schwacher Pepsin- 
konzentration (0,002°),) und bei einer Versuchszeit von 15 Min. 
genau auf denselben Aciditaétspunkt fallt. 

Eine zweite Fehlerquelle bildet die von W. Pauli und 
seinen Schiilern schon éfters untersuchte Neutralsalzwirkung. 


f 
é 
ft. 
¥ 
% 
% 
‘ 
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Das Neutralsalz hat auf die eben beschriebene Ausfillung des 
Acidalbumins einen ganz eigentiimlichen Einflu8. Versetzt man 
von vornherein neutrales oder nach Saéurezusatz wieder neutra- 
lisiertes Serum oder Albumin mit Chlorkalium (in Konzentra- 
tionen <%/,,), 80 findet keine sichtbare Anderung der Lésungen 
statt; es erfolgt weder Ausfallung, noch Lésung eines eventuell 
vorhandenen Acidalbuminniederschlags. Wird dagegen Neutral- 
salz dem mit Saure versetzten Serum oder Albumin zugefiigt, so 
bewirkt die nachfolgende Neutralisation je nach der Salzmenge 
nur einen geringen oder keinen Niederschlag von Acidalbumin, 
obgleich die Kontrollésung ohne Salzzusatz eine reichliche Aus- 
fallung zeigt. Es ist dabei gleichgiiltig, ob das Salz unmittelbar 
vor der Neutralisation oder mehrere Stunden vorher zugesetzt 
wurde. Die Wirkung ist somit keine Hemmung der Acid- 
albumin bildung, sondern besteht nur in einer Hemmung der 
Fallung des Acidalbumins [Analogie mit der Hemmung der 
Hitzekoagulation durch gewisse Neutralsalze’)]. Diese Wirkung 
zeigt sich sowohl bei der durch Saure allein bewirkten Acid- 
albuminbildung des dialysierten (globulinhaltigen) Serums (nament- 
lich bei niedrigen Aciditaéten, wo noch keine freie Salzsiure 
vorhanden ist), wie auch bei der durch Saéure -+- Pepsin be- 
wirkten Acidalbuminbildung des reinen Serumalbumins. Es lag 
nun der Gedanke nahe, daB die eigentiimliche Form der Aus- 
fallungskurve bei diesem letzteren Vorgang dadurch zustande 
kommt, daB die Ausfallung bei den héheren Acidititen durch 
das bei der Neutralisation gebildete Neutralsalz gehindert wird. 
Die in diesem Sinne unternommenen Kontrollversuche (wobei 
zu den Lésungen mit niedrigerem Salzsiuregehalt vor der 
Neutralisation Neutralsalz in solcher Menge zugesetzt wurde, 
daB sie nach der Neutralisation gleiche Konzentration von 
Neutralsalz wie die damit zu vergleichenden Lésungen héherer 
Salzsiurekonzentration enthielten) zeigten indessen, daB das an- 
gedeutete Verhiltnis zwar eine groBe Rolle spielen, aber bei 
weitem nicht als die alleinige Ursache des Abfalls der Kurve 
nach dem Maximum gelten kénne. Auffallend ist es ja auch, 
daB die durch Siure allein bewirkte Acidalbuminbildung des 





1) Pauli und Handovsky, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
11, 425, 1908. 
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dialysierten Serums‘) mit zunehmender Saurekonzentration stetig 
zunimmt, obgleich die Salzwirkung hier in dem gleichen Sinne 
erfolgt wie bei den Pepsin-Salzsdureversuchen. 

Es wiirde wohl verfriiht sein, aus diesen letzten Versuchen 
(die aus auBeren Griinden vorlaufig eingestellt werden muBten, 
aber noch nicht abgeschlossen sind) endgiiltige SchluBfolge- 
rungen in Beziehung auf die Pepsinverdauung abzuleiten. So 
viel ]aBt sich aber sicher sagen, daB auch nach ihnen der 
Ionisierung des EiweiBes durch Saéurezusatz fiir die 
Bildung der ersten Abbauprodukte eine groBe und noch 
nicht geniigend beriicksichtigte Bedeutung zukommt’). 


1) Der Unterschied zwischen dem dialysierten Serum und dem reinen 
Serumalbumin gegeniiber Salzsiure beruht wahrscheinlich darauf, da6 
das dialysierte Serum neben dem Albumin noch Globulin (die sog. Pseudo- 
globulinfraktion) enthalt (vgl. Hammarsten, l. c.). 

2) Vgl. Pauli, Arch. f. d. ges. Physiol. 136, 493 und Fortschr. d. 
naturw. Forschung 4, 223. 








Zur Theorie des isoelektrischen Punktes. 
III. Mitteilung’*). 
Das Wesen der eiwei8artigen kolloidalen Lésungen. 
Von 
Leonor Michaelis. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des stidtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 6. November 1912.) 


Die hervorstechenden LEigenschaften des _ isoelektrischen 
Punktes der Ampholyte begegneten mir zuerst in einer Unter- 
suchung iiber das Flockungsoptimum des denaturierten Serum- 
albumins. Angeregt durch diese Beobachtung, daB das Flockungs- 
optimum und der isoelektrische Punkt des denaturierten Albu- 
mins identisch waren, unternahm ich eine weitere Untersuchung, 
die den Zusammenhang des isoelektrischen Punktes von Amino- 
siuren mit ihrem Krystallisationsoptimum zum Gegenstande 
hatten. Weiterhin vervolistandigte ich die Theorie des iso- 
elektrischen Punktes durch theoretische Untersuchungen iber 
den Einflu8 der GréBe der Dissoziationskonstanten der Ampho- 
lyten auf die Lage des isoelektrischen Punktes und die Breite 
der ,isoelektrischen Zone“. Hiermit glaubte ich diese Unter- 
suchungen vorlaiufig abgeschlossen zu haben und schloB eine 
Reihe von Arbeiten an, die diese Theorie zur Grundlage 
hatten und einen von einigen wenigen Forschern wohl schon 
vorausgeahnten, aber in exakter Weise noch nicht belegten 
Aufschlu8 iiber das Wesen der Beeinflussung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf die Wirkung der Fermente geben. 
Neuerdings von L. P.S. Sérensen geduBerte Bedenken gaben 
mir nun Veranlassung, diese Sache noch weiter zu verfolgen. 


1) Vgl. diese Zeitechr. 30, 144, 1910; 33, 182, 1911. 
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Sérensen') hat kiirzlich ein umfassendes Sammelreferat 
iiber die Messung und Bedeutung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration bei biologischen Prozessen verfaBt, in dem die von mir 
entwickelten Anschauungen in vielen wesentlichen Punkten 
gewirdigt und sogar zur Grundlage seiner weiteren Ableitungen 
gemacht wurden. Es besteht aber noch eine wesentliche 
Meinungsverschiedenheit zwischen S6rensen und mir, die ich 
in dieser Arbeit der Klarung naher zu bringen suchen werde. 

Sérensen zieht nimlich die von mir behauptete Identitat 
von isoelektrischem Punkt und Léoslichkeitsminimum bzw. 
Flockungsoptimum der Ampholyte in Zweifel. Die folgende 
Arbeit beschaftigt sich zunichst mit den Kriterien des isoelek- 
trischen Punktes der leicht léslichen Ampholyte, iiber den ex- 
perimentelle Daten noch gar nicht vorliegen, sodann mit dem 
Léslichkeitsminimum der schwerléslichen Ampholyte, die den 
Gegenstand der Meinungsverschiedenheit mit Sérensen bilden, 
und schlieBlich mit der Theorie des Flockungsoptimums der 
kolloidalen Ampholyte. 


i. Der isoelektrische Punkt der leicht léslichen Ampholyte. 


Bringt man einen leicht léslichen Ampholyten in eine 
Lésung von irgendeiner bestimmten [H’], so verhalt er sich 
wie eine Saéure, wenn diese {H'] kleiner als der isoelektrische 
Punkt ist, und wie eine Base, wenn die [H] gréBer als derselbe 
ist. Mit anderen Worten: im ersten Falle wird der Ampholyt, 
wie jede Siure, die [H’] vermehren, im zweiten Falle, wie jede 
Base, dieselbe vermindern. Ist die urspriingliche [H] der Lo- 
sung gerade gleich dem isoelektrischen Punkt, so wird der zu- 
gesetzte Ampholyt die {[H’] ungeindert lassen. Fiir diese Be- 
hauptung schien mir ein experimenteller Beleg erwiinscht. Er 
wurde mit Phenylalanin und mit Glykokoll durchgefuhrt. 


Versuche mit Phenylalanin. 

Je 0,25 ccm ® 1o- Natriumacetatlésung wurden mit wech- 
selnden Mengen Essigsiure und einerseits Wasser, andererseits 
Phenylalaninlésung auf ein Volumen von 5 ccm aufgefillt. Es 
wurden je 2,5 ccm einer heiB gesiittigten Phenylalaninlésung be- 
nutzt. Die Lésungen hatten folgende [H’] (bei 18 bis 19°) 


1) Asher und Spiro, Ergebn. d. Physiol. 1912, 506ff 
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Differenz 
Pu Phenylalanin — 
Py Wasser 


PH mit 


PH mit Wasser Phenylalanin 


1. 3,73 4,01 +- 0,28 
2. 4,10 4,22 1 0,12 
3. 4,27 4,43 +- 0,16 
4. 4,58 4,57 — 0,01 
5. 4,66 4,55 — 0,11 
6. 5,07 4,78 -—— 0,29 
7. 5,26 4,74 — 0,52 
8. 5,45 4,72 — 0,73 
9. 5,73 4,77 — 0,96 


Wir finden somit, daB der isoelektrische Punkt des Pheny|- 
alanins bei etwa 10~*5® liegt, mit der MaBgabe, daB 10~*?7 
schon entschieden viel zu groB, und 10~*** entschieden viel 
zu klein ist. Wenn wir nun aus den Daten von Kanitz') iiber 
die beiden Dissoziationskonstanten des Phenylalanins fiir 25° 

k, = 2,5-107°, 
,» = 1,3-10°"* 


den isoelektrischen Punkt nach der Forme] 


a 
J=V jt te 


berechnen, so erhalten wir in guter Ubereinstimmung damit 
J =3,3-10-5 oder 107*4, 


Versuche mit Glykokoll. 

Es wurde je 1 ccm ®/,,-Essigsiure mit wechselnden Mengen 
einer ®/,-Natriumacetatlésung und Wasser auf 20 ccm aufgefillt, 
und je 5ccm dieser Lésung einmal mit 5 ccm Wasser, ein 
zweites Mal mit 5 ccm einer 2n-Lésung von Glykokoll versetzt. 
Die Messungen geschahen im Luftthermostaten bei 25°. 


Differenz 


a) mls "Weaser b) mit Bly kokoll py Wasser—pyGlykokoli 
6,62 6,52 +- 0,10 
6,31 6,29 +- 0,02 
6,02 6,00 + 0,02 
5,73 5,80 — 0,07 
5,38 5,56 — 0,18 





1) Kanitz, Zeitschr. f. physikal. Chem. 47, 476, 1906; Arch. f. d. 
ges. Physiol. 118, 539, 1907, 
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Aus den von Winkelblech') bestimmten Werten von k, 
und k, == 1,8-10~*° bzw. 2,7-107-*? fiir 25° und fiir k, = 1-107" 
berechnet sich der isoelektrische Punkt zu 8,2-10~* oder sein 
Logarithmus zu -—6,09, wahrend ihn die obige Tabelle 
zwischen 6,29 und 45,80, also, in Anbetracht der Breite 
der isoelektrischen Zone und der infolgedessen nicht hdéher 
zu erwartenden Genauigkeit des Versuchs, iibereinstimmend 
zeigt. 

Hiermit ist an zwei Beispielen gezeigt, daB die theore- 
tisch zu fordernde Eigenschaft des isoelektrischen Punktes der 
leicht léslichen Ampholyte innerhalb der zu erwartenden, aller- 
dings nicht unbedeutenden Fehlergrenzen experimentell be- 
statigt wird. 


2. Der isoelektrische Punkt der schwer léslichen Ampholyte. 


L. P.S. S6rensen hat sich meiner Theorie iiber die Ko- 
inzidenz des isoelektrischen Punktes und des Léslichkeits- 
minimum eines schwer léslichen Ampholyten nicht angeschlossen. 
Er hat die ihm, wie er meint, aus rein chemischen Griinden 
naher liegende Theorie aufgestellt, da8 ein amphoterer Elek- 
trolyt sein Fallungsoptimum bei derjenigen Wasserstoffionen- 
konzentration habe, die er, in reiner wasseriger Lésung, der 
Lésung zuerteilen wiirde. Ziehen wir nun einmal die Kon- 
sequenzen aus diesen beiden Theorien und vergleichen sie mit 
den wirklichen Befunden. Wir bedienen uns dabei der theo- 
retischen Sitze von Sérensen, die er in itiberzeugender Weise 
mathematisch entwickelt hat. Diese sind, soweit sie fiir uns 
in Betracht kommen, folgende: 

1. Die Eigenreaktion der reinen Ampholytiésung, und da- 
mit nach der Sérensenschen Auffassung auch das Fiallungs- 
optimum, ist von der Konzentration des Ampholyten abhangig. 
Ist diese Konzentration sehr groB, so nahert sich das Fallungs- 
optimum dem isoelektrischen Punkt, ist dagegen die Konzen- 
tration sehr klein, so nahert sich das Fallungsoptimum der 
neutralen Reaktion des Wassers. Nur zwischen diesen beiden 
Grenzen kann das Fallungsoptimum variieren. 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 36, 546, 1901. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 17 
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2. Ein besonderer Fall dieser Konsequenz, der aber eine 
eigene Hervorhebung verdient, ist folgender: Mit abnehmender 
Konzentration des Ampholyten entfernt sich das Fallungsoptimum 
von dem isoelektrischen Punkt immer mehr (wenn nicht zu- 
fallig isoelektrischer Punkt und neutrale Reaktion bei dem be- 
treffenden Ampholyten zusammenfallen). 

Aus meiner Theorie dagegen wiirde sich ergeben: Die 
Wasserstoffionenkonzentration des Fallungsoptimums ist stets 
gleich der des isoelektrischen Punktes, und 


zweitens als Spezialfall: Dieser Satz gilt auch fiir extrem 
niedere Konzentrationen des Ampholyten. 


Man sollte nun meinen, daB das Experiment eine sichere 
Entscheidung zwischen den beiden Ansichten geben sollte. 
Andert sich das Krystallisationsoptimum mit der Konzentration 
des Ampholyten, so hat Sérensen recht, andert es sich nicht, 
so habe ich recht. Jedoch ist die experimentelle Entscheidung 
heute noch nicht sicher erbracht worden. Wie namlich Sérensen 
berechnet hat, miiBte auch nach seiner Auffassung das Krystal- 
lisationsoptimum einer einigermaBen hoch konzentrierten Lésung 
einer Aminosiure so dicht am isoelektrischen Punkte liegen, 
daB die Differenz des Krystallisationsoptimums und des iso- 
elektrischen Punktes in den Bereich der Fehlergrenzen der Me- 
thode fallen wiirde. Es handelt sich daher zwar nicht um eine 
tatsichliche, aber doch um eine sehr bedeutsame theoretische 
Meinungsverschiedenheit. Untersuchen wir nun, auf welche 
Weise Sérensen zu seiner Anschauung gelangt. Sdrensen 
schreibt iiber meine Versuche mit Aminosiuren: ,Wenn wir 
die hier erérterten Versuche vom rein chemischen Stand- 
punkte aus betrachten, scheint uns aber eine andere Erklarungs- 
weise viel einfacher, nimlich die, daB das Krystallisations- 
optimum bzw. das Léslichkeitsminimum dann zu erwarten wire, 
wenn die ganze Aminosiure in der Lésung in freiem Zustande 
vorhanden ist, d.h. wenn soviel Essigsiure zugesetzt worden 
ist, daB die gebildete Mischung von Natriumacetat und Essig- 
siure die gleiche Wasserstoffionenkonzentration hat, wie eine 
reine wisserige Lésung der Aminosiure von der in Frage 
etehenden Konzentration.“ 

Ich kann nicht verhehlen, daB dieser Satz eine mir nicht 
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zum Verstandnis gelangte Unklarheit enthalt. Ich wiirde statt 
dessen sagen: Das Krystallisationsoptimum einer (iibersittigten) 
Lésung einer Aminosiure liegt bei derjenigen Wasserstoffionen- 
konzentration, bei der die Lésung in bezug auf die auszu- 
krystallisierende Molekiilart am meisten iibersiattigt ist. Oder: 
das Léslichkeitsminimum eines amphoteren Elektrolyten liegt 
bei derjenigen [H], bei der in der Lésung neben den (in 
gesittigter Lésung nach dem Verteilungssatz stets in .kon- 
stanter Konzentration vorhanden) undissoziierten Aminosiure- 
molekiilen méglichst wenig Ionen der Aminosiure auBerdem 
noch vorhanden sind. Ich wiiBte nicht, welchen Einwand man 
gegen diese Behauptung auch vom ,rein chemischen Stand- 
punkt* aus machen kénnte. Nun bestehen die Krystalle der Amino- 
siure ausschlieBlich oder jedenfalls praktisch so gut wie ausschlieB- 
lich aus undissoziierter Aminosiure. Dies wird niemand be- 
streiten wollen. Folglich liegt das Krystallisationsoptimum einer 
Aminosiurelésung bei derjenigen Wasserstoffionenkonzentration, 
bei der die Konzentration der undissoziierten Aminosiure (bei 
gegebener Gesamtmenge der Aminoséure) ein Maximum ist, 
und das ist der isoelektrische Punkt. Nach Sérensen miibte 
die Aminosiure in reiner, wasseriger Lésung ein Minimum der 
Léslichkeit besitzen. Nun lést sich z. B. eine Aminosiure, bei 
der die Saurenkonstante gréBer als die Basenkonstante ist, in 
reinem Wasser zum Teil in undissoziierter Form, zum Teil als 
H’-Ionen ++ Aminosiure-Anionen. Es ist soviel von der Amino- 
siure in reinem Wasser léslich, bis die Lésung an undissoziierter 
Aminosaure gesittigt ist. Wenn man nun diese Lésung durch 
Zufiigung eines passenden Acetatgemisches auf die isoelektrische 
[H’] bringt, so verwandelt man die Aminosdureanionen zum 
gréBten Teil in undissoziierte Molekiile, und die Lésung ist 
daher jetzt an diesen undissoziierten Aminosdiuremolekiilen 
iibersattigt. Es fallt der iiberschiissige Teil der Aminosaure 
aus, und die Gesamtmenge der gelésten Aminosadure ist daher 
geringer als bei derjenigen Reaktion, die die Aminosaure allein 
in der wisserigen Lésung erzeugen wiirde, ja sie ist geringer 
als bei irgendeiner von der isoelektrischen abweichenden Wasser- 
stoffionenkonzentration. Ich glaube nicht, daB gegen diese 
Auffassung ein Einwand moglich ist. 
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3. Das Flockungsoptimum der kolloidalen Ampholyte. 

Es ist natiirlich, daB man bei der Ubertragung dieser 
Theorie auf die sog. kolloidalen Ampholyte die nétige Vorsicht 
walten lassen muB. 

Um sich iiber diese Frage ganz klar zu werden, muB man 
erértern, welcher Art die Unterschiede zwischen der Lésung 
der krystallisierbaren Aminosaure und dem nicht krystallisierenden 
,kolloidalen“ Albumin sind. Haben wir eine iibersattigte Losung 
der Aminosiure vor uns, so besteht die alsbald einsetzende 
Ausfaillung der Aminosiure darin, dab sich Krystalle derselben 
abscheiden. Die Menge der sich bildenden Krystallmasse hangt 
(bei gegebener Gesamtmenge der Aminoséure) von der Wasser- 
stoffionenkonzentration ab, sie ist am gréBten, wenn die Lésung 
in bezug auf die auskrystallisierende Molekiilgattung, d. h. in 
bezug auf die undissoziierte Aminosdure, am meisten iiber- 
siittigt ist, d.h. im isoelektrischen Punkt. Uberall aber, wo 
sich Aminoséure abscheidet, geschieht das in Form von Kry- 
stallen, nirgends tritt eine sog. amorphe Ausflockung ein. Die 
Ursache dafiir kann nur die sein, daB die einzelnen aus der 
Lésung ausgeschiedenen Molekiile der Aminosdéure zueinander 
eine gréBere Kohiasion haben, als Adhiasion zum Wasser, oder 
was dasselbe ist, daB die Oberflaichenspannung der Loésung 
an der Grenze gegen die abgeschiedenen Teilchen der Amino- 
saiure auf alle Faille sehr bedeutend ist. So werden die einzelnen 
Molekiile der abgeschiedenen Aminoséure infolge der starken 
Grenzflichenspannung der Mutterlauge bis in das Bereich der 
molekularen Attraktionssphare aneinander gepreBt und ordnen 
sich, gezwungen durch die Form der Molekiile, oder durch die 
sog. vektoriellen Krafte, zu Krystallen. 

Beim Albumin ist das anders. Die abgeschiedenen Albumin- 
teilchen kommen nicht so dicht aneinander, offenbar weil ihre 
Adhasion zum Lésungsmittel gleich oder gréBer ist, als die 
Kohasion der einzelnen Albuminteilchen zueinander; mit an- 
deren Worten, weil die Oberflachenspannung des Lésungs- 
mittels gegen das feste Albuminteilchen klein ist. Einen di- 
rekten Beweis fiir die Kleinheit dieser Oberflachenspannung 
haben wir in der Tatsache, daB das Hinzukommen einer kleinen 
elektrischen Ladung diese Oberflichenspannung gleich Null 
oder sogar negativ macht. Der sichtbare Ausdruck dieser 





ie 











Das Wesen der eiweiBartigen kolloidalen Lésungen. 257 


Tatsache ist die Erscheinung, daB8 die Albuminteilchen, wenn 
sie sich in einer von der isoelektrischen Wasserstoffionenkon- 
zentration etwas abweichenden Lésung befinden, viel schwerer 
zusammenballen, ja daB sie unter Umstanden sogar in stabiler 
oder fast stabiler Form suspendiert bleiben, ohne eigentlich ge- 
lést zu sein, was die starke Opaleszenz und die optische In- 
homogenitaét der Fliissigkeit zeigt. Beim denaturierten Albumin 
zeichnet sich also der isoelektrische Punkt nicht nur dadurch 
aus, daB das eigentlich geléste Albumin in ihm ein Minimum 
darstellt, sondern daB auBerdem die Lésung gegen die ab- 
geschiedene Albuminphase ein entschiedenes Maximum der 
Oberflichenspannung zeigt, und daher das Albumin am schnellsten 
zusammenfilockt. Aber selbst dieses Maximum der Oberflachen- 
spannung ist nicht groB genug, um die Albuminteilchen zu 
Krystallen zusammenschieBen zu lassen. Hierdurch verstehen 
wir auch, warum so hiufig Schwerkrystallisierbarkeit und Fiahig- 
keit zur Bildung kolloidaler Lésung zusammenfallen’). 

Hierin, und nur hierin kann man den Unterschied 
der ,kolloidalen Albuminlésung* und der ,,echten 
Lésung* einer Aminosiure sehen. 

Der Unterschied besteht also darin: Die Grenzflaichen- 
spannung eines Albuminteilchens gegen Wasser ist klein und 
kann durch eine elektrische Ladung sogar ins Negative um- 
schlagen; die Grenzflichenspannung eines Teilchens von Amino- 
siure ist unter allen Umstinden so groB, daB sie selbst bei 
starker elektrischer Ladung nicht negativ wird. 

Nun hat Sérensen aus meinen eigenen Versuchen nach- 
zuweisen versucht, daB das Fillungsoptimum mit dem isoelek- 
trischen Punkt nicht genau zusammenfalle. Nur fiir das de- 
naturierte Albumin lat er die Koinzidenz gelten, glaubt aber, 
daB das mit der Art dieses K6rpers als Suspensionskolloid zu- 
sammenhangt. Aus meinen Versuchen am Casein und Globulin 
schlieBt er aber, daB der isoelektrische Punkt mit dem Flockungs- 
optimum nicht zusammenfalle. Nun ist aber hier folgendes zu 

1) Natiirlich wird auch die GréBe der ,,vektoriellen Krafte* bei 
verschiedenen Substanzen verschieden sein, und das Krystallisations 
bestreben hingt sowohl von der GréBe dieser Kriafte wie von der GroBe 
der Grenzflachenspannung ab. 
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bedenken. Die wirklich genaue Bestimmung des isoelektrischen 
Punktes ist auBerst miihevoll und nur durch sehr groBe Ver- 
suchsreihen zu erhalten. Friiher hitte ich nicht geglaubt, daB 
eine wirklich genaue Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
durch den Kataphoreseversuch iiberhaupt méglich sei. Nach 
langer Erfahrung ist es gelungen, die Methode so zu verfeinern, 
daB man sagen kann, der isoelektrische Punkt ist durch Kata- 
phorese soweit definiert, daB sein Logarithmus bis auf weniger 
als + 0,15 festgelegt werden kann. Diese Untersuchungen 
sind aber mit der so definierten Genauigkeit bisher nur am 
genuinen Hamoglobin und am denaturierten Serumalbumin, 
sowie an der Gelatine durchgefiirt worden. Von diesen drei 
Stoffen kommen Himoglobin und Gelatine nicht in Betracht, 
weil sie keine Flockung im isoelektrischen Punkt zeigen. Es 
bleibt nur das denaturierte Albumin. Und bei diesem gibt 
auch Sérensen die Koinzidenz von isoelektrischem Punkt und 
Flockungsoptimum auf Grund meiner Versuche zu. Die Unter- 
suchungen am Casein und Globulin sind noch aus der Zeit. 
wo ich mich mit einer viel gréberen Annaherung begniigen 
muBte. Sie waren mir auch damals ausreichend, um zu zeigen, 
da8 kein Widerspruch mit der Theorie besteht; nach den 
Sérensenschen Einwendungen diirften sie aber nicht mehr 
ausreichen, weder in meinem, noch im Sérensenschen Sinne 
verwendet zu werden. Ich werde auf die experimentelle Fest- 
stellung des isoelektrischen Punktes des Caseins in der fol- 
genden Arbeit zuriickkommen und auch hier beweisen, dai 
eine praktisch vollkommene Ubereinstimmung des Fillungs- 
optimum mit dem isoelektrischen Punkt besteht. 

Was nun die soeben entwickelte Theorie iiber das Wesen 
der ,,kolloidalen* Albuminlésungen betrifft, so kann ich natiir- 
lich zurzeit nicht beweisen, daB der von mir herangezogene 
Unterschied der Grenzflaichenspannung der einzige Unterschied 
einer kolloidalen Albuminlésung gegen die Lésung einer krystalli- 
sierenden Aminosiaure ist. Es ist aber zurzeit, soweit ich iiber- 
blicken kann, keine Tatsache bekannt, die noch andere An- 
nahmen iiber diesen Unterschied nétig machte, und man mu 
versuchen, solange mit dieser einfachen Theorie auszukom- 
men, als nicht zwingende Griinde weitere Hypothesen ndtig 


machen. 














te 
vr 
s 


Das Wesen der eiweiBartigen kolloidalen Lésungen. 


Zusammenfassung. 


Der Einwand von Sérensen gegen die Theorie iiber die 
Koinzidenz von Fallungsoptimum und isoelektrischem Punkt 
wird erértert. Ferner wird versucht, alle Besonderheiten der 
sog. ,,kolloidalen Lésungen“ eiweiBartiger Kérper darauf zuriick- 
zufiihren, daB die Grenzflachenspannung der festen Eiweib- 
teilchen gegen die gesattigte wiasserige (echte) Losung derselben 
kleiner ist, als dies bei gut krystallisierenden Korpern der Fall 
ist. Dies hat zur Folge: Neigung zur Dispergierung und 
Suspendierung der festen Phase beim Hinzutreten eines elek- 
trischen Potentials, sowie Abneigung gegen die Krystallisation. 
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Der isoelektrische Punkt des Caseins. 


Von 
L. Michaelis und H. Pechstein. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des stiadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 6. November 1912.) 


Aus theoretischen Griinden lieB sich erwarten, daB das 
Flockungsoptimum vieler Kolloide mit dem _ isoelektrischen 
Punkte derselben zusammenfiallt. Mit einer allen Anspriichen 
geniigenden Genauigkeit ist diese Tatsache bisher nur beim 
denaturierten Serumalbumin bestatigt worden. Da Sorensen 
nun aber neuerdings die theoretische Grundlage dieses Lehr- 
satzes in Zweifel gezogen hat, so war eine Erweiterung des 
experimentellen Materials an einem weiteren Beispiel erwiinscht. 
Wir wihlten dazu das Casein, und zwar gerade aus dem Grunde, 
weil Sérensen aus unseren eigenen Versuchen am Casein ent- 
nommen zu haben glaubt, daB das Flockungsoptimum und der 
isoelektrische Punkt nicht iibereinstimmen. 

Obwohl es sehr einfach ist, die rohen, orientierenden Ver- 
suche an dem gut flockenden Casein auszufiihren, so bietet 
doch gerade fiir die feinere quantitative Ausgestaltung das 
Casein eine Schwierigkeit. 

Eine einfache Ubertragung unserer friiheren Versuchs- 
anordnung geniigte hier nicht, was seinen Grund darin hat, 
daB der EinfluB der Neutralsalze beim Serumalbumin ein anderer 
ist als beim Casein. Beim Serumalbumin bestand nimlich die 
Erscheinung, daB Zusatz von Neutralsalzen keinen Einflu8 auf 
die Lage des isoelektrischen Punktes und des Flockungsoptimums 
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hatte, daB dagegen die Flockungsgeschwindigkeit durch Neutral- 
salze stark gehemmt wurde. In diesen durch Salz an der 
Flockung gehemmten, aber triiben Lésungen lieBen sich nun 
elektrische Uberfiihrungsversuche leicht ausfiihren, und so wurde 
eine ziemlich genaue Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
ermdglicht. 

Auf das Casein wirken Neutralsalze etwas anders. Zwar 
wird durch dieselben die Lage des Flockungsoptimums ebenso- 
wenig verschoben wie beim Albumin, aber die Kraftigkeit der 
Flockung wird, im Gegenteil, vergr6Bert. Dazu tritt dann noch eine 
andere Erscheinung, die wir zunachst kurz als Asymmetrie 
der Reihe bezeichnen wollen. Es erwies sich deshalb beim 
Casein gerade umgekehrt als vorteilhaft, Uberfiihrungsversuche 
in modglichst salzarmen Lésungen zu machen und wenigstens in 
der Umgebung des isoelektrischen Punktes mit duBerst ver- 
diinnten Caseinlésungen zu arbeiten, so daB die Caseinflockung 
sich nur als eine ganz feine, kaum sedimentierende Triibung 
auBerte, deren Wanderung im Stromfeld direkt beobachtet 
werden konnte. 


1. Das Fillungsoptimum des Caseins bei verschiedenem Salz- 
gehalt der Lésung. 

In Caseinlésungen von geniigender Verdiinnung l4Bt sich 
bei niedrigem Salzgehalt das Flockungsoptimum ebenso scharf 
bestimmen wie beim denaturierten Serumalbumin, und die Re- 
produzierbarkeit dieser Versuche ist eine sehr gute. 

In Tabelle I ist das Schema eines solchen Flockungsver- 
suches angefiihrt. Da sich aus friiheren Versuchen die Flockungs- 
geschwindigkeit als eine eindeutige, aber nicht alleinige Funktion 
des H-Ionengehaltes erwiesen hatte, ist in allen Réhrchen jeder 
einzelnen Reihe der Casein- und Salzgehalt derselbe. Als Stamm- 
lésung wahlten wir eine 0,2°/,ige Caseinlésung in ®/,,-Natrium- 
acetat. Hiervon wurde jedes Réhrchen mit je 1 ccm beschickt 
und eine ®/,,-Essigsiure in steigender Menge in der Weise 
hinzugefiigt, daB jedes vorangehende Glied das 0,7fache an 
Essigsiure im Vergleich zu dem folgenden enthielt. Jedes ein- 
zelne Réhrchen wurde mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt, so 
da8 wir es bei unseren Versuchen zuletzt mit einer 0,02°/, igen 
Caseinlésung und %/,,,.-Acetat zu tun hatten. 
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Tabelle I. 
— firlelsi{ats{6{7}s]9 10/1] 12 
0.2%, iges Casein,| | Epcos cad 
in "/yg-Acetat .|1,0 |1,0 1,0 | 1,0/ 1,0 1,0 {1,0 |1,0 |1,0 |1,0 |1,0 | 1,0 
H,O . . . . . .|8,76/8,66,8,51) 8,3 | 8,0 7,57/6,96|6,09|4,84'3,06)0,51) —2) 
»/,,-Essigsiure . . |0,24 0,340.49) 0,7 | 1,0 1,43/2,04|2,91/4,165,94'8,49/12,13 
| | 

= = ———y —_——— — —— = _ — — — -Z = — 

Sofort . . . . .[(+) + 2/44 44 44 34/34/24 + [(4)| 0 
Nach 10 Minuten |(+)) + 2+/4+ x | x (44/44/24 4/4) 0 
» 2» L(+) + B+! x (2x/2x x | (x24) +] +] 0 
24 Stunden | (+) + 4x|4x 4x/4x/4x/4x/24+/24/ 4+] 0 








In der Tabelle bedeutet das -+--Zeichen Triibung, die Zahl 
davor die Starke derselben, das ><-Zeichen Flockung, 4 >< _ be- 
deutet, daB das Casein véllig ausgeflockt und die dariiber be- 
findliche Fliissigkeit wasserklar ist. Erwihnt sei noch, daB der 
Zusatz der Essigsdure zuletzt erfolgte, da das Casein in ver- 
diinnterer Lésung viel weniger leicht ausflockt. Ferner wurde 
sofort kraftig durchgeschiittelt, damit die Siure nicht im oberen 
Teile des Réhrchens zunichst konzentrierter blieb und ev. eine 
irreversible oder doch nur sehr langsam reversible Triibung 
resp. Flockung erzeugte. Wurde z. B. das Rohrchen 11 mit 
a/,.-Essigsdure versetzt, so trat eine leichte Triibung ein. Es 
blieb jedoch klar, wenn es mit der aquivalenten Menge n-Essig- 
siure und selbstverstindlich der dazugehérenden Wassermenge 
beschickt wurde. 

Der Anblick einer solchen Reihe ist ein durchaus normaler. 
D. h. wenn man die Reihe in geometrischer Folge nach H’-Kon- 
zentrationen ordnet, so finden wir ein bis zwei Réhrchen, die 
ein Optimum darstellen, bei denen die Flockung am schnellsten 
und grébsten auftritt. In symmetrischer Anordnung rechts und 
links von diesen Réhrchen wird die Flockung weniger energisch, 
und es bilden sich schlieBlich nur noch opalescente und dann 
klare Lésungen. Wenn wir diejenige Zone noch besonders 
herausgreifen wollen, bei der sich iiberhaupt noch (d. h. nach 
1 bis 2 Tagen) ein sich absetzender Niederschlag herausbildet, 
so umspannt diese Zone fiir den gewahlten Casein- und Salz- 


1) Das letzte Réhrehen und ev. noch folgende wurden mit n-Essig- 
siure und der entsprechenden Menge Wasser angesetzt, da das Gesamt- 
volumen 10 ccm nicht iibersteigen durfte. 
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gehalt die H-Ionenkonzentration von 0,98-10~° bis 5,82-10~°. 
Auf diese Zone werden wir spiiter noch einmal zuriickkommen. 
Bei genauerer Betrachtung der Reihe fallt schon auf, daB die 
Symmetrie rechts und links vom isoelektrischen Punkte doch 
keine absolute ist, da die Triibungen nach rechts zu allmahlicher 
abnehmen als nach links. Jedoch ist die Asymmetrie un- 
bedeutend und wiirde nicht weiter interessieren, wenn diese 
Erscheinung sich nicht bei héherem Salzgehalte verstarkte. Da 
wir namlich vermuteten, daB diese Asymmetrie eine Salzwirkung 
sei, so steliten wir weitere Versuche mit héheren Salzkonzen- 
trationen an. In Tabelle II sind die einzelnen Versuche zu- 
sammengestellt, und zwar ist jedesmal derjenige Augenblick 
eingetragen, bei dem in einem oder mehreren Rohrchen gleich- 
zeitig die erste Flockenbildung auftrat. Tabelle III zeigt uns 
die Flockungszone nach 24 Stunden. 

Betrachten wir die Versuche mit héherem Salzgehalt, so 
sehen wir zunichst wiederum die Ausbildung eines scharfen 
Koagulationsoptimums, aber das Gebiet der 24 stiindigen Flockung 
erstreckt sich nach rechts zu weiter als in der salzarmen Reihe, 
nach links zu dagegen stimmt es mit dem salzarmen Versuche 
iiberein und ist schlieBlich sogar ein wenig verkiirzt. Diese 
Asymmetrie prigt sich mit steigendem Salzgehalt immer mehr 
aus. Solange aber iiberhaupt noch ein Optimum der Flockung 
erkennbar ist, bleibt dieses ganz oder fast ganz ungedndert 
gegeniiber dem salzarmen Versuche. Die ganze Salzwirkung 
besteht danach im wesentlichen darin, daB sie die Reihe 
asymmetrisch macht. Eine Erklarung kénnen wir fir dieses 
Verhalten noch nicht geben. Jedenfalls wird die Theorie des 
Flockungsoptimums gegen unsere friihere nicht verandert, so- 
bald wir nur salzarme Lésung in Betracht ziehen, und wir 
miissen nur noch konstatieren, daB bei hdherem Salzgehalt eine 
Erscheinung hinzukommt, die wir theoretisch noch nicht be- 
herrschen. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die ganz geringe 
Asymmetrie auch der salzirmsten Reihen schon auf einer be- 
ginnenden Salzwirkung beruht. Wir erinnern nur noch daran, 
daB eine ahnliche Erscheinung der Asymmetrie von uns auch 
schon fiir das Serumalbumin konstatiert wurde, ohne daB wir 
damals schon den Zusammenhang mit dem Salzgehalt der Lé- 
sung erkannten. 
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Bestimmen wir nun das Flockungsoptimum nach der 
H-Ionenkonzentration, indem wir diese einerseits nach der 
1,86-10-° Essigsiure 

a ._Acetat_~— 
tatsichliche Konzentration mit der Gaskettenmethode in den 
betreffenden Réhrchen messen, so finden wir die in Tabelle IV 
zusammengestellten Werte. Fiir q@ wurden dabei folgende 
Werte angenommen: 


Formel H = berechnen, andererseits die 


e 0,79 
10 
= ‘ . 0,87 
50 
n 
200 . 0,93. 


Tabelle IV. 


H’-Konzentration der Flockungsoptima. 











Nr. des [H] ge- {H) 

Versuchs messen !) berechnet 
1 2,3-10-5 2,4-10-5 
2 2,2-10-5 2,4-10-5 
3 2,8-10-5 2,9-10-5 
5 2,0-10-5 2,1-10-5 
6 2,5-10-5 2,4-10-5 
7 2,5-10-5 — 2) 
8 2,8-10-6 — 








Wir sehen also die gemessenen und berechneten Werte 
in guter Ubereinstimmung, und zwar ergibt sich als Mittel fiir 
das Flockungsoptimum aus den gemessenen Zahlen der Wert: 


(H'] = 2,4-107°. 


2. Die Uberfiihrungsversuche mit Casein. 


Die Uberfiihrungsversuche wurden technisch genau so wie 
friiher ausgefiihrt. Zur Vermeidung des Salzeinflusses wurde 


1) In den Fallen, in denen bei zwei Réhrchen die Flockung zu 
gleicher Zeit und mit gleicher Intensitét auftrat, ist das geometrische 
Mittel zwischen den beiden gemessenen H-Ionenkonzentrationen als 
Optimum angefiihrt. 

2) Fiir die Versuche 7 und 8 wurde [H] nicht berechnet, da der 
Wert von « infolge des NaCl-Zusatzes nicht genau genug bekannt war. 
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aber stets in sehr salzarmer Lésung, im Maximum bei einem 
Salzgehalt von ®/,,,-Acetat gearbeitet. Das Casein, in dem zu 
untersuchenden Elektrolytgemisch gelést, befand sich in einem 
MittelgefaB, an das sich beiderseits ein SeitengefaB, gefiillt mit 
demselben Elektrolytgemisch ohne Casein, anschloB. Die 
Elektroden tauchten in aufgesetzte EndgefaiBe ein, und zwar 
wurde wieder als Kathode Kupfer in Kupferchlorid, als Anode 
Silber in Kochsalz benutzt. 

Der Nachweis der Wanderung wurde durch direkte Be- 
obachtung der Verschiebung des opalescierenden Fliissigkeit er- 
bracht und zweitens noch dadurch, daB nach AbschluB der 
Versuche in den SeitengefiBen das Casein durch Sulfosalicyl- 
siure nachgewiesen wurde. Es lie sich iiberall da, wo eine 
Wanderung der triiben Fliissigkeit beobachtet wurde, durch 
Sulfosalicylsiure noch eine erhebliche Verstiérkung der Triibung 
erreichen, d. h. stets haben die gréberen, ungelésten, schweben- 
den Caseinteilchen dieselbe Wanderungsrichtung wie die neben 
ihnen befindlichen Caseinionen. Die Dauer der einzelnen Ver- 
suche war schwankend, */, bis 2 Stunden, indem der Versuch 
abgebrochen wurde, sobald die Verschiebung der opalescieren- 
den Fliissigkeit deutlich war. Bei dieser kurzen Versuchs- 
dauer trat niemals, wie Tabelle V zeigt, eine Anderung der 
H’-Konzentration durch den elektrischen Strom ein. Da durch 
Warmestrémung oder andere mechanische Ursachen leicht ein 
Ubertritt der Caseinlésung in die SeitengefiBe méglich war, 
so wurden einige Versuche, in denen eine diffuse Nebelbildung 
in den SeitengefaBen auftrat, verworfen, und nur, wenn die 
opalescierende Fliissigkeit scharf horizontal begrenzt in das 
eine SeitengefiB gewandert war, und gleichzeitig sich das 
MittelgefiB, ebenso scharf begrenzt, am anderen Ende auf- 
gehellt hatte, der Versuch als gelungen gezihlt. In weiterer 
Entfernung vom isoelektrischen Punkt benutzten wir eine 
0,2°/,ige Caseinlésung in */,,,.-Acetat, konnten damit aber 
den isoelektrischen Punkt nur bis zu den Werten 1,1-10~‘ 
und 7,9-10-* einengen. In niaherer Umgebung flockte das 
Casein zu schnell und zu grob aus. Hier gelangten wir zum 
Ziel, indem wir zuniichst den Caseingehalt auf 0,02°/, er- 
niedrigten, wodurch die Sedimentierung des Niederschlages ver- 
zogert wurde, und indem wir gleichzeitig allmahlich bis zu 
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einem Salzgehalt von ®/,,, heruntergingen’). Was die Herstellung 
der EiweiBlésung anbetrifft, so hatte sich folgendes als zweck- 
maBig erwiesen, um eine méoglichst nur opalescierende und 
nicht gleich flockende Lésung zu erhalten. Wir gingen von 
einer 2°/, igen Caseinlésung in */,,-Acetat, spiiter 0,2°/, few 
bis */,,-Acetat aus, nahmen hiervon 10 ccm, fiillten diese nicht 
ganz bis 100 auf und setzten dann erst die Essigsiure 
tropfenweise unter bestaéndigem Riihren hinzu. 

Das Resultat dieser Versuche gibt die folgende Tabelle. 


in 8/.- 
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Tabelle V. 

Prozent- [H]}-Konzentration gemessen 
bases 7m, Anode} Katho- {H]-Kon- 

asein un node , zentration 

n-Salage- de vor dem Versuch nach dem Versuch Ranier sg 

halt Seite | Mitte Seite | Mitte 

2% rool — | + | 214-10-4 | 2,04-10-¢]  — 2,34.10-4 | 2,07-10-4 

2°/o5 "/roo + | 1,02-10-¢| 1,1-10-¢ | 1,1.10-4) 9) 19) .10-4] 1,08-10-4 
0,2°/oo "loool — + _ — — | 8,13-10-5 | 8,0-10-8 
0,2°/o "/eool  — rs we) “a _ 6,61-10-5 6,0-10-5 
0,2°/oo Jano — | (+) | 4,79-10-5 < - 49-10-58 | 4,84.10-8 
0,2°/oo "feool — ~ 4,17-10-5 — — | 4,07-10-5 |3,92-10-8 
02%/oo "feool (+) | — | 1,29-10-8| — - 1,29-10-§ |1,37-10-8 
0,2%/oo "/eool + — 1,1-10-8 | 1,2-10-8 -- 1,1-10-8 | 1,17-10-8 
0,2%oo Srool + | — | 1,07-10-8 | 9,55-10-6 9,12-10-* | 1,0-10-8 

2°/.5 "rool + — — | 7,76-10-6 =~ 7,94-10-¢ 8,0-10-¢ 

2°%/oo "hoot + | — 1 4,37-10-6 | 4,68-10-8 4,68-10-§ 14,13-10-¢ 





_ 
_ 





Wir sehen also, daB die Zone unbestimmter Wanderung 
zwischen den H’-Konzentrationen von 4,9-10~° und 1,29-10~° 
eingeengt werden kann, in dem Sinne, da8 die beiden genannten 
Grenzwerte nur noch spurweise, aber nicht mehr mit voller 
Sicherheit eine Wanderung zeigten. Dieses Gebiet entspricht 
aber dem der 24stiindigen Flockung (5,82-10~° bis 0,98-10~°), 


1) Uber den Einflu8 der Neutralsalze auf die Flockung sei hier 
noch folgendes bemerkt: Priift man die Flockungsgeschwindigkeit im 
isoelektrischen Punkt bei verschiedenem Salzgehalte, so flocken salz- 
arme Lésungen friiher, doch ist die Zwischenfliissigkeit opalescent; man 
konnte sie also bei den Uberfiihrungsversuchen wandern sehen. Bei 
starkem Salzgehalt tritt die Flockung zwar etwas spiater ein, und diese 
Hemmung gleicht der beim denaturierten Albumin beschriebenen, spater 
aber wird sie bei Salzgegenwart um so energischer und gréber, so da8 
die Zwischenfliissigkeit schnell wasserklar wird. AuBerdem ist die Zone 
der Flockung eine breitere, wie die Tabellen zeigen. 
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ist sogar noch etwas enger. Nehmen wir das geometrische 
Mittel als wahrscheinlichsten isoelektrischen Punkt, so finden 
wir 2,5-10-° in befriedigender Ubereinstimmung mit dem 
Flockungsoptimum von 2,4-10~°. Die Ubereinstimmung kann 
wohl genauer nicht verlangt werden. Dies ist hier um so be- 
deutungsvoller, als wir mit extrem verdiinnten Caseinlosungen 
arbeiteten und man aus der Sérensenschen Theorie zu dem 
SchluB gezwungen ware, daB das Flockungsoptimum schon 
deutlich verschieden vom isoelektrischen Punkt sein miiBte. 
Die Caseinlésungen sind, was ihre molare Konzentration an- 
betrifft, zweifellos so stark verdiinnt, daB man nach Sérensen 
das Flockungsoptimum nicht weit vom Neutralpunkt des Wassers 
hatte vermuten miissen. Gerade dieses Beispiel bestitigt aber 
besonders treffend, daB der isoelektrische Punkt und das 
Flockungsoptimum zusammenfallen. 


Zusammenfassung. 

Durch entsprechende Modifikation der Technik gelingt 
eine ziemlich scharfe Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
des Caseins durch Uberfiihrung, = 2,5-10~°, welches sich mit 
dem Flockungsoptimum 2,4-10~° deckt. Es wird eine eigen- 
tiimliche Wirkung der Salze, die Asymmetrie der Flockungs- 
reihe, beschrieben. 














Untersuchungen iiber physikalische Zustandsinderungen 
der Kolloide. XIV. 


Die Hydratation verschiedener Eiwei8verbindungen mit be- 
sonderer Beriicksichtigung der Coffeineinwirkung. 


Von 
Wolfgang Pauli und Oskar Falek. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung der Biologischen Versuchs- 
anstalt in Wien.) 


(Eingegangen am 6. November 1912.) 
Mit 8 Figuren im Text. 


Die EiweiBkorper werden allgemein zu jener Klasse von 
Kolloiden gerechnet, die durch ihre hohe innere Reibung und 
ihre Neigung unter Umstanden in Form von Gallerten auf- 
zutreten als lyophile Kolloide charakterisiert sind, da diese 
Eigenschaften als zuverlissige Kennzeichen innigerer Be- 
ziehungen zwischen Dispersionsmittel und dispersen Teilchen 
aufgefaBt werden. Diese innigeren Beziehungen der zwei 
Phasen eines dispersen Systems entsprechen im wesentlichen 
der Hydratation oder allgemeiner Solvation der gelésten 
Teilchen, deren allgemeine Verbreitung bei dem ProzeB der 
Lésung iiberhaupt durch die neueren Arbeiten immer mehr in 
den Vordergrund tritt. Zugleich aber sind die EiweiBkérper 
als Komplexe von Aminoséuren amphotere Elektrolyte, also 
Substanzen, die sowohl mit Sauren als auch mit Basen unter 
Bildung ionischer Teilchen reagieren kénnen. Die Unter- 
suchungen der letzten Jahre haben nun gezeigt, daB fiir den 
Hydratationszustand der EiweiBteilchen in hohem Grade die 
elektrische Ladung derselben bestimmend ist’). Ionische EiweiB- 


1) Literatur bei Pauli, Fortschr. d. naturw. Forschung 4, 223, 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 18 
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teilchen erscheinen durch einen bedeutend hédheren Grad der 
Hydratation ausgezeichnet als neutrale. Zu diesem allgemeinen 
Unterschied zwischen ionischem und neutralem Eiwei8 kommen 
nun eine Reihe individueller, je nach der Art der vorliegenden 
EiweiBionen und der zugehérigen neutralen Komplexe. Es 
hat naémlich die eingehendere Priifung der Beziehungen zwischen 
EiweiBkérpern und Elektrolyten gelehrt, daB hier eine groBe 
Reihe von komplexen Verbindungen méglich ist, deren Mannig- 
faltigkeit schon nach dem Stande unserer gegenwirtigen 
Kenntnisse nicht leicht zu itibersehen ist. Dennoch lassen sich 
wie es scheint die hier auftretenden Verbindungen vorlaufig 
auf eine verhaltnismaBig beschrinkte Anzahl von Typen 
reduzieren. 

Eine von Elektrolyten sorgfaltig gereinigte Albuminlésung 
stellt hier den einfachsten Fall vor, da sie in physikalisch- 
chemischer Hinsicht auf den Typus einer einfachen Mono- 
aminosaure vielfach zuriickgefiihrt werden kann. Da aus einer 
Reihe, unter verschiedenen Gesichtspunkten durchgefiihrter 
Untersuchungen, das Uberwiegen des sauren Charakters iiber 
den basischen fiir das Albumin mit Sicherheit gefolgert werden 
kann, so darf fiir viele Fille seine Dissoziation ohne groBen 
Fehler als die einer schwachen Saure betrachtet und durch 
folgendes Schema ausgedriickt werden. 

UNH, NH, 
RC oa +H. 
‘COOH ‘coo 

In diesem findet sich auf der linken Seite der Gleichung 
der neutrale Komplex, auf der rechten der ionische. AuBer 
diesen dem einfachen Aminosauretypus entsprechenden Molekiil- 
arten sind nach den bisherigen Arbeiten noch folgende sicher- 


gestellt: 

1. Das Salzeiwei8 

/NH,H.S /NH,MeS 

a) RC oder b) RC 

COO.Me COOH 

2. Das SaureeiweiB 
/NH,HS 
R 


‘cooH 
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3. Das AlkalieiweiB 
NH, 
RC ; 
COOMe 
4. Die Kombination AlkalieiweiB plus Neutralsalz 
_/NH,MeS 


R R 
\cooMe 


5. Die Kombination SaureeiweiB plus Neutralsalz, die 
moéglicherweise mit 1a identisch ist. Doch bedarf es da noch 
weiterer Untersuchungen‘). 

6. Die Komplexe, die bei der Reaktion von Schwermetall- 
salzen mit EiweiB gebildet werden und die, wie neuere Unter- 
suchungen von Pauli und Flecker*) dartun, je nach der 
Menge des vorhandenen Schwermetallsalzes nach dem Typus 3 
oder 4 gebaut sein kénnen. 

Alle diese EiweiBelektrolytverbindungen sind nun in der 
Lage, mehr oder minder zu ionisieren und die Ionen werden 
im einzelnen Falle entsprechend verschieden aufgebaut sein. 
Im allgemeinen hat sich gezeigt, daB fiir den Fall einer Wechsel- 
wirkung mit starken Saéuren oder Basen die gebildeten Kom- 
plexe in 2 und 3 stark ionisiert sind. Dagegen sind die durch 
Eintritt von Neutralsalz daraus abgeleiteten 4 und 5 sehr wenig 
ionisiert und bilden viele Neutralteilchen. 

Die vorliegende Untersuchung soll sich auf eine strengere 
Durcharbeitung einiger solcher Fille von [onisation und 
Hydratation nach dem Schema 2 bis 5 beschrinken, die ein 
besonderes chemisches und einiges biologische Interesse bieten. 
Die hier durchgefiihrte Gliederung der EiweiBelektrolyt- 
beziehungen kann selbstredend nur dem ersten Bediirfnisse 
nach einer allgemeinen Orientierung dienen, da in Wirklichkeit 
die EiweiBkérper als Ketten von Aminoséuren mit einer 
groBen Zahl von, auch qualitativ nicht gleichwertigen Bindungs- 
moglichkeiten fiir Sauren, Laugen und Elektrolyte iiberhaupt 
ausgestattet sind, so daB in der Regel anstelle der einwertigen 
Ionen in den obigen schematischen Darstellungen, durch die 


1) Naheres iiber diese Frage in einer demniachst erscheinenden 
Arbeit von Dr. K. Manabe (Tokio) und J. Matula. 
2) Diese Zeitschr. 41, 461. 
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Reaktion mehrerer Elektrolytmolekiile mit einem Eiweib- 
molekiile, mehrwertige EiweiBionen treten werden. Durch eine 
gewisse Abstufung der Affinitiiten kénnen diese Reaktionen 
eines EiweiBmolekiils mit mehreren Elektrolytmolekiilen den 
Charakter von Adsorptionsverbindungen erhalten. Die Zahl 
der mit einem EiweiBmolekil in Reaktion tretenden Elektro- 
lytmolekiile und damit die Wertigkeit der gebildeten komplexen 
EiweiBionen ist iibrigens nicht nur durch die Konstitution des 
EiweiBes, sondern vielfach durch die chemische Instabilitat 
(hydrolytischer Zerfall) solcher hochwertiger Komplexe begrenzt. 

Haben nun die bisherigen Untersuchungen gezeigt, daB 
zwischen ionischem und neutralem Eiwei8 allgemein ein Unter- 
schied in der Hydratation besteht, so hat deren Weiterfiihrung 
ergeben, daB die gewaltige Hydratationssteigerung bei 
der EiweiBionisation an die Bildung mehrwertiger 
Ionen gebunden ist’). DaB eine solche fiir das Saéure- und 
AlkalieiweiB vorliegt, lehrt schon die einfache Betrachtung der 
vom Eiweif gebundenen Séure- bzw. Laugemengen. Diese sind 
selbst bei Zugrundelegung der niedrigsten angenommenen Werte 
fiir das Molekulargewicht von EiweiB so hoch, daB sie die Bindung 
mehrerer Saure- oder Laugenmolekiile durch ein EiweiB un- 
bedingt beweisen. In dem gleichen Sinne sprechen Versuche 
von Pauli und Dukes?), die zeigen, daB die bei der Bildung 
einfacher Aminosiiureionen auftretende Hydratation viel zu 
geringfiigig ist, um die gewaltige Reibungserhéhung ionischen 
EiweiBes zu erkliaren. Zugleich lieB die systematische Viscositits- 
untersuchung von der einfachen Aminosiure tiber verschiedene 
Abbaustufen bis zum EiweiB aufsteigend, die Zunahme der 
Hydratation mit der Wertigkeit der entstandenen Ionen deutlich 
erkennen. 

I. 


Wir haben in dieser Arbeit die Beispiele iber den Zusammen- 
hang von Ionisation und Hydratation zunachst durch ein be- 
sonderes vermehrt; durch die Untersuchung des Glutinsols. 
Einer Untersuchung von fliissigem, nicht abgebautem Glutin, 


1) Niheres in einer folgenden Arbeit von Pauli und M. Samec. 
2) Noch unverdéffentlicht. Vgl. auch die vorausgehende Arbeit von 
J. Christiansen S. 226. 
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mit Hilfe der Viscositatsbestimmung, die iiber die Hydratations- 
anderungen desselben unter dem EinfluB von Elektrolyten 
AufschluB geben sollte, stand bisher die Erstarrungstendenz 
solcher Glutine entgegen, die sich in einer zeitlich fort- 
schreitenden Reibungszunahme kundgibt. In seiner bekannten 
Arbeit hat P. v. Schréder') durch Bestimmung dieser zeitlichen 
Viscositatsanderung ein MaB fiir das Erstarrungsvermégen der 
Leimgallerte zu gewinnen versucht. Die Unméglichkeit, unter 
den bisher gewahlten Versuchsbedingungen konstante Viscositats- 
werte zu bestimmen, hatte eine spezielle Hydratationsunter- 
suchung in der Art, wie sie fiir das Albumin von Pauli und 
Handovsky durchgefiihrt wurde, nicht gestattet. Besondere 
Umstande machen jedoch die Kenntnis der Hydratations- 
bedingungen beim Glutinsol in hohem MaBe wiinschenswert. 
Denn unter den bisher untersuchten EiweiBkérpern muB gerade 
dem Glutin infolge seiner hohen Viscositat und seiner Befaihigung, 
sehr wasserreiche Gallerten zu bilden, ein besonders groBes 
Hydratationsvermégen der neutralen Teilchen zugesprochen 
werden. Ferner gestattet das Glutin infolge seiner eigenartigen 
chemischen Struktur manche interessante Beziehungen zwischen 
physikalisch-chemischen Eigenschaften und Konstitution zu 
prifen. So fehlt ihm bekanntlich das Tyrosin voilstandig und 
neuere Beobachtungen von Obermayer und Willheim”) mittels 
der Sérensenschen Formoltitration zeigen, daB das Glutin durch 
eine besondere Armut an endstaindigen Aminogruppen aus- 
gezeichnet ist. Ferner zeigt das Glutin im elektrolytfreien 
Zustande, zum Unterschiede von simtlichen echten Eiweib- 
kérpern, eine so gut wie reversible Anderung bei mabigem 
Erhitzen. 

Wir gingen von der Anschauung aus, daB die mit sinken- 
der Temperatur zunehmende Neigung zur Gallertbildung ober- 
halb einer gewissen kritischen Temperatur ausbleiben diirfte, 
da die Gallertbildung nach neueren Auffassungen, ahnlich wie 
ein Krystallisationsvorgang im wesentlichen in einer Aneinander- 
lagerung (stark hydratisierter) neutraler Komplexe bestehen 
diirfte (Pauli-Weimarn). Diese Auffassung findet auch in 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 45, 75, 1903. 
2) Diese Zeitschr. 38, 331, und miindliche Mitteilung. 
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neueren Beobachtungen von Menz und Bachmann’) aus 
Zsigmondys Institut eine gewisse Stiitze. 

In der Tat hat sich gezeigt, da® fiir ein sehr schwach 
konzentriertes Glutinsol (0,3 bis 1°/,), das konstant iiber 30° ge- 
halten wird, die zeitliche Anderung der Viscositat bereits so 
gering ist, daB gut reproduzierbare Werte fiir die Reibungs- 
koeffizienten erhalten werden. Wir benutzten mit der groéBten 
Sorgfalt elektrolytfrei gemachte Glutinpraiparate*) zur Unter- 
suchung der Hydratationsverhiltnisse solcher Sole. Die von 
uns untersuchten Kérper wurden in so geringer Konzentration 
angewendet, da8 ihre spezifischen Gewichte keinen EinfluB 
auf die Viscositét ausiiben konnten. So unterscheidet sich 
beispielsweise das spezifische Gewicht eines 0,3°/,igen Glutinsols 
erst in der 4. Dezimalstelle von dem des Wassers. Es erschien 
daher durchaus angingig anstelle des Ausdruckes . < fiir die 

0*0o 


— : ose t 
relative innere Reibung die einfache Formel 5 mu benutzen. Als 


Reibungsmethode*) diente die oft bessheisbene Ostwald-Pois- 
seulsche, im durchsichtigen Thermostaten. Zum Verstiindnis 
der Resultate sei vorausgeschickt, daB Siure oder Laugenzusatz 
beim Albumin die Bildung mehrwertiger elektropositiver oder 
elektronegativer EiweiBionen veranlaBt, die sich zunichst in 
einen bedeutenden Anstieg der Viscosititskurve bis zu einem 
Maximum mit wachsendem Saure- oder Laugengehalt kundgibt. 
Uber dieses Maximum hinaus bewirkt weiterer Zusatz eine 
Zuriickdrangung der EiweiBionisation und dementsprechend einen 
Abfall der Reibungskurve. 

Ein gleiches Verhalten konnten wir bei unserem Glutin 
feststellen. Bei Salzsiure lag das Maximum bei 5-10-*n, und 
ebenso bei Natronlauge. Die Erhebung der Viscositaétskurve 


1) Vgl. R. Zsigmondy, Kolloidchemie. Leipzig 1912. 

2) Solche Glutine flocken bekanntlich bei Zimmertemperatur in 
niedrigen Konzentrationen aus (Dhéré), sind jedoch, wie wir eben fanden, 
bei héherer Temperatur stabil. In dieser Weise wurden sie auch mit 
Erfolg in der Arbeit von Pauli und Flecker (1. c.) bei der Unter- 
suchung der Schutzwirkung verwendet. 

8) Uber die Kautelen bei der Untersuchung von EiweiBlésungen, 
die an unserem Institute beobachtet werden, siehe C. Schorr, diese 
Zeitschr. 37, 424 und J. Christiansen, lL. c. 
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ist eine ganz gewaltige, absolut und relativ unvergleichlich 
héher und steiler als beim Albumin. Sehr lehrreich ist der 
Vergleich solcher Kurven, die bei verschiedenen Temperaturen 
gewonnen wurden. Der Anstieg der Reibung sowohl fiir eine 
neutrale als fiir eine Sauregelatine, stets bezogen auf Wasser 
der gleichen Temperatur, wichst bedeutend mit abnehmender 
Temperatur, ganz entsprechend der Auffassung, daB in diesem 
Falle die Viscositat nicht mit Anderungen des Lésungsmittels, 
sondern mit der Hydratation der dispersen Teilchen zusammen- 
hingt. Da®B die Hydratation im allgemeinen mit sinkender 
Temperatur wiachst, hat sich bei der Untersuchung der ver- 
schiedensten Kérperklassen als Regel herausgestellt. Die folgende 
Tabelle I und Kurvenschar (Fig. 1) laBt alle diese Ergebnisse 
deutlich hervortreten. Sie ist des Vergleiches halber noch 
durch die parallelen Werte fiir 1° » 5durealbumin (Rinderserum) 
erginzt, die bei 25° gewonnen wurden, da das reine Albumin, 
wie friihere Untersuchungen zeigten, bei Temperaturen dariiber 
hinaus nicht mehr bestandig ist. 


Tabelle I (Fig. 1). 











ipienniass - fiir 0,3/, Glutin bei i, fie 
konzentration 1%, Albumin 
30° 35° 40° bei 25° 
0 1,1236 | 1,1069 | 1,0934 on 
0,002 n 13018 | — | 1,1964 —_ 
0,0025 n _ 1,2970 | _ _ 
0,003 n 1,3905 1,3423 | 1,2938 _ 
0,004 n 14077 ‘1,3743 | 1,3463 a 
0,005 n 1,4302 1,3850 | 1,3638 _ 
0,01 n 1,3291 1.2889 | 1,2821 1,1401 
0,02n on 1,2202 = 1,2409 


Mit steigendem Glutingehalt kommt es zu einem un- 
verhaltnismaBig gewaltigen Anstieg der inneren Reibung. Zu- 
gleich wird, da die vom Glutin gebundene Saéuremenge zu- 
nehmen mu, die Lage des Reibungsmaximums gegen eine 
héhere Saéurekonzentration verschoben. Die Verschiebung ist 
jedoch keineswegs proportional der Glutinkonzentration. Einer 
Vermehrung der letzteren um das Dreifache entspricht eine 
Verschiebung des Maximums nahe um die doppelte Saure- 
konzentration. Die Abhangigkeit von Viscositét und Konzen- 






































—+$—_—+—_+__} 


























eee 


— 
——- 


BBall 
=a 


Q08n 


ae 


dum 





—-— 

on 2 
Lf 

4 




















sty — 





} 


+ 
a 
| 
+ — . 
































W. Pauli und O. Falek: 








wee 


T 7 








eee —_+—+—+— cs 

















JO: 
20} 
10 

90 + 





A 
. 
4 a 


97 





+ —+ 
+ 


+ 
ae | e 
f+} _}__t _4 





70 | 


1440 





#” 
50 
20 


tT 


| 
go1 n 
Salesdure resp. Natroniauge-Konzentraton 


Fig. 1. 


p—t 4} __t_4 _ 
2. On am 2 


0,3°/, Glutin -+- Natronlauge. 
1°/, Albumin -++ Salzséure bei 25°C. 


0,3°/, Glutin + Salzsdure. 


cinco 


2am oar Gaas 000~ Do0s 





oo 


+——_+— 











Hydratation versch. EiweiBverb. mit bes. Beriicks. d. Coffeinwirk. 277 


tration wird durch die fol- ¢ 
gende Tabelle II und Fig. 2 ' 
wiedergegeben, die einer wei- 
teren Erlaiuterung nicht be- 
darf. 

Von nicht geringerem 
Interesse als das Verhalten 
des Saureglutins sind die Vis- 
cositatsainderungen beim Lau- SEREGG AER 
genglutin, die den Gegenstand eanet sees Litt 
einer weiteren Versuchsreihe 
bildeten. Da das Eiwei® als 
schwache Siure eine, wenn 
auch sehr maBige Anzahl von 
negativen Ionen im reinen 
Zustand zu bilden vermag, 
so ist bei Zusatz von Alkali, 
solange derselbe zur einfachen Li SSRRTEE Lit} : 
Substituierung der vorhan- LL] 
denen Wasserstoffionen durch 
Natriumionen fiihrt, eine An- 


SB SSeS eean NY 
Setee 1% Ghatin S 

















derung der EiweiBionenkon- $+ + 

zentration nicht zu erwarten. rttyet jit ttt 

Erst eine weitere Laugen- - Lt 1] | 

zufuhr wird vermehrte [oni- : . 

sation und schlieSlich Bildung 

mehrwertiger negativer Ei-  «0|~ 

weiBionen durch die Bindung woe} tty ta 1 4 

einer ganzen Zahl von Na- ssa! A rT | 1 H 
. . ° ° : | / “ar £3 

ciemiees seitens eines Ei- - Tinney een, 

weiBmolekiils zur Folge haben. 250) # BeReenal Ths 

Diesem Verlaufe des Absatti- - { rT e “Gassing 

gungsvorganges wird ein mich- = cH | tH | 

tiger Anstieg der Reibungs- >) pp 

kurve durch die mit der Ioni- of BOT SauEE | +t | a | 

sationsvermehrung einher- ”” Lt VOT 1 B3466 Tr] + 

gehende Steigerung der Hy- Salesiiure - Konzentration velag 


dratation entsprechen. DaB —— 40), giutin + galssture bei 35°C. 


diese Kurve im weiteren Ver- —---- 0,3°/, Glutin + Salzséure bei 35°C, 
-——--—-- 1°/, Albumin + Salzs&ure bei 25°C 


Fig. 2. 
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Tabelle II (Fig. 2). 


Versuchstemperatur 35°. 








Salzsaure- eee tN — 
aenmiakiation 1°/, Glutin | 0,3°/, Glutin 
0 15540 | 1,1069 
0,002 n 1,6644 a 
0,003 n 1,8598 1,3423 
0,004 n 1,9563 1,3743 
0,005 n 2,0988 1,3850 
0,006 n 2,3494 — 
0,01 n 2.7632 | 1,2889 
0,02 n 2,5149 1,2202 


laufe ein Maximum der Reibung aufweist, ist in ganz analoger 
Weise verstindlich wie beim Saureglutin. Nur ein Umstand ver- 
dient noch besondere Erwahnung: das ist die weit geringere Hohe 
des Maximums der Alkalikurve, verglichen mit der des Saure- 
glutins, wahrend beim Saurealbumin nach den Untersuchungen 
von Pauli und Handovsky (lI. c.) die Reibungsmaxima bei 
Saure- und Laugenzusatz nahezu gleich hoch liegen. Dieses 
unterschiedliche Verhalten der zwei EiweiBk6érper kommt auch 
in anderen Reaktionen zum Ausdruck, doch muB beziiglich 
weiterer Einzelheiten auf die Untersuchungen von Pauli und 
Flecker (1. c.) sowie mit Samec verwiesen werden. Die Ver- 
suchsreihe Tabelle III (Fig. 1) illustriert diese Verhaltnisse. 


Tabelle III (Fig. 1). 





Natronlauge- | 0,3°/, Glutin B 
konzentration | bei 35° 


Natronlauge- 0,3°/, Glutin A 
konzentration bei 35° 











0 | =: 11106 0 1,1069 
1-10-5n 1,1106 1-10-3n | 1,1943 
510-'n | 1,1149 2.10-3n | 1,2567 
7-10-5n | 41,1171 3-10-$n | 1,2798 
1-10-#n 1,1249 4:10-3n | 1,2817 

5-10-3n_ =! 1,2870 
1-10-?n 1,2603 


Eine weitere Versuchsreihe war einer genaueren Priifung 
der Dehydratation von SaiureeiweiB durch Neutralsalz gewidmet, 
die allgemein nach den Ergebnissen der Versuche von Pauli 
und Handovsky auf der Entstehung einer sehr wenig_ ioni- 
sierten komplexen SaureeiweiB-Neutralsalzverbindung beruht. 
Die Rolle, die den verschiedenen Anionen des zugesetzten 











Hydratation versch. EiweiBverb. mit bes. Beriicks. d. Coffeinwirk. 279 


Neutralsalzes bei dieser Dehydratation zukommt, war jedoch 
in den erwaihnten Untersuchungen nicht naher erértert worden. 
Nur in einer Adlteren Arbeit von Pauli') war mittels Be- 
stimmung der Temperatur der Hitzegerinnung die Anionen- 
reihe nach dem Grade ihrer Wirksamkeit bei der Warme- 
koagulation festgestellt worden, die nach zunehmender Be- 
férderung der Hitzegerinnung geordnet lautete: Chlorid—Bro- 
mid—Nitrat—Sulfocyanid—Sulfat. Wiewohl durch die neueren 
Arbeiten am Institute festgestellt erscheint, daB die Hitze- 
gerinnung mit der Neutralteilbildung zusammenhinge, schien 
es doch von Wert, auf dem Wege der Viscositaétsbestimmung 
die Reihenfolge zu bestimmen, in der Salze mit verschiedenem 
Anion dehydratisierend auf das SiureeiweiB wirken. Die folgende 
Tabelle [IV und zugehérige Kurvenschar (Fig. 3), die am Serum- 
albumin ermittelt wurden, geben die gefundenen Werte wieder. 


Tabelle IV (Fig. 3). 
Uberall 0,01 n-Salz. 








Pr) S 
ssi 2.fjzislilazl ei Pi Pee bie ba 
asi se /&] ¢ a1 eisizZ 2623 ¢€ 
ss128i3/)]e ela|#|%|2(28| @ 
S < - | £ I | § 2 | a | i RD 
Lats = — L Miho 5 : Sant Cais ia 4 — ; oll ade ea 
0,01 n| 1,039911,0649|1,1206 1, 1165/1,1132 1,0779|1,0865 1,0716 1,0599|1,0532 
0,02 n | 1,1398 1,1381)1,1657/1,1681 1,1547 1,1474/1,13981,1132 1,0865 1,0765 
0,03 n | 1,1698 1,1531/1,1498 1,1465)1,1398 1,1339)1,124~ 1,1015/1,0865 1,0765 
0,04 n | 1,1531 1,1298/1,1316)1,1231/1,)208 1,1182/1,1100)1,0965 1,0849 1,0765 
0,05 n | 1,1348)1,1231/1,1170)1, 1115, 1,115 1,1101/1,1032'1,0932 1,0832 1,0782 


Die vollstindige Reihe lautet nach zunehmender Dehydra- 
tation fiir 0,05 n-Salzsiure geordnet: Acetat—Fluorid—Chlorid— 
Bromid—Chlorat— Nitrat—Jodid—Sulfocyanid—Trichloracetat— 


Sulfat. 
Im einzelnen ware noch folgendes zu bemerken: Die 


Reihenfolge nach der dehydratisierenden Wirkung stimmt 
durchaus mit der friiher gefundenen, die Hitzekoagulation be- 
férdernden iiberein. Acetat und Fluorid verschieben gleich- 
zeitig die Lage des Reibungsmaximums, die bei allen iibrigen 
Salzen sowie beim reinen SiureeiweiB in der Nahe von 
0,02 n-Salzsiure liegt, gegen 0,03 n-Salzsiure. Diese Wirkung 
ist ohne weiteres verstindlich, wenn man in Betracht zieht, 








1) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 53, 1907. 
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daB diese beiden Salze zugleich durch Umsetzung in ihre 
schwach ionisierten Saéuren die Wasserstoffionenkonzentration 
vermindern. Beim <Acetat in einer sehr niedrigen Saure- 
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i tN l i i 

H - Corn Q0an Join Coen Q05n 
: Sa/zsaure -Nonzentration 








——--— 1°/,g Albumin -+ Salzsdure. 
——_ 1%/, Albumin + Salzséure +- Neutralsalz. } 


; Fig. 3. 


konzentration (0,005 n) kommt noch hinzu, da8 es nicht nur 
abstumpfend auf die Aciditét wirkt, sondern da8 die gleich- 
zeitige Neutralsalzwirkung wie bei reinem neutralen EiweiB i 
[Pauli und Handovsky')] bei der Depression der Zahig- : 


peste otiy 


1) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 415, 1908. 
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keit mitwirkt. Die miachtige dehydratisierende Wirkung von 
Trichloracetat und Sulfat findet ihr Seitenstiick in friiheren 
Beobachtungen von Pauli und Handovsky’), die zeigten, 
daB Trichloressigsiure- und Schwefelsiureprotein ein nur sehr 
wenig ionisiertes Salz vorstellen. SchlieBlich ware noch darauf 
hinzuweisen, daB das Chlorid im Reibungsmaximum etwas 
unterhalb des Bromids zu liegen kommt, so daB ein Uber- 
kreuzen der Kurven in der Gegend des Maximums stattfindet. 
Diese geringe Abweichung erscheint als das Resultat einer 
merklichen Zuriickdringung der Ionisation des Eiwei®chlorids 
durch das gleichionige Chlornatrium, die sich der Neutralsalz- 
wirkung superponiert. 

Im AnschluB an diese Versuche sollte die bisher nicht 
untersuchte Salzionenwirkung auf das reine Glutinsol gepriift 
werden. Wie die folgende Tabelle V zeigt, liegen hier die 
Verhiltnisse durchaus analog den beim Saurealbumin gefun- 
denen, nur ist im allgemeinen die dehydratisierende Wirkung 
des Trichloracetats in den untersuchten Siurekonzentrationen 
etwas geringer als beim Siurealbumin, so daB es in der Reihe 
vor das Jodid tritt. Bemerkenswerterweise findet hier keine 
wesentliche Anderung in der Reihenfolge der Anionen beim 
Ubergang von Siure- zu Alkaligelatine statt, doch verringern 
sich die im Bereiche der einwertigen Anionen vorhandenen 
Unterschiede bei der Alkaligelatine um ein geringes, verglichen 
mit denen beim Saureglutin. 

Tabelle V. 


Uberall 0,3°/, Glutin, die Versuchstemperatur betrug 30° 


Angewandte Neutralsalzkonzentration: 0,01 n. 








Neutralsalz 0,005 n-HCl | 0,01 n-HCl 0,01 n-NaOH 

Q 1,3916 1,3200 1,3010 
1,2316 1,2548 1,2232 
re. 2 1,2274 1,2358 1,2210 
Cn nc, oes 1,2253 1,2316 1,2148 
tna ie 1,2274 1,2274 1,2189 
Trichloracetat .. — 1,2253 1,2148 
ee 1,2232 1,2189 1,2126 
Rhodemid .... 1,2106 1,2106 1,2084 
| 1,1453 1,1642 1,1979 


1) Diese Zeitschr. 18, 340, 1908. 
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II. 


Den Hauptanteil der vorliegenden Versuche sollte jedoch 
eine genauere Durcharbeitung einer sehr merkwiirdigen Er- 
scheinung bilden, die gelegentlich einer friiheren Studie iiber 
die Beziehungen der amphoteren Elektrolyte zum EiweiB, am 
Institut beobachtet worden war. Handovsky’) hatte gefunden, 
daB Coffeinzusatz regelmaBig die Viscositat von SaiureeiweiB in 
betrichtlichem MaBe zu steigern befahigt sei, ein Verhalten, 
das in dieser Weise bei keinem einzigen der sonst gepriiften 
organischen, basischen oder amphoteren Stoffe nachzuweisen 
war, wahrend bei den oben mitgeteilten Versuchen, wo iiber- 
haupt eine Wirkung sich zeigte, stets Faille von Abnahme 
der Hydratation des ionischen EiweiBes, durch zugesetzte Sub- 
stanzen vorliegen, handelt es sich bei der Coffeinwirkung auf 
das SéureeiweiB um eine Steigerung der Hydratation, deren 
Wesen naher zu erforschen nicht nur aus chemischen Griinden, 
sondern auch mit Riicksicht auf die eminente biologische Wirk- 
samkeit des Coffeins von besonderem Interesse war. 

Die Frage, ob die beim Coffeinphinomen beobachtete 
Hydratationsvermehrung in ihrem Wesen verwandt sei mit jener 
Hydratationssteigerung, die in hohen Saure- und _ besonders 
Laugenkonzentrationen als Vorstufe des hydrolytischen Abbaues 
des Proteins auftritt, lie} sich durch eine Priifung der Rever- 
sibilitét der Coffeinhydratation entscheiden. Die dem Eiweib- 
abbau unmittelbar vorausgehende Hydratation’) ist eine zeitlich 
rasch fortschreitende und geht mit einer irreversiblen Anderung 
des Proteins einher. Dagegen erwies sich, wie der folgende 
Versuch zeigt, bei der gewahlten Temperatur von 25° der 
Reibungswert des SaureeiweiBes bei Coffeinanwesenheit, als 
konstant und gut reproduzierbar. Ferner gelang es ohne 
weiteres durch Beseitigung von Saure und Coffein mittels Dia- 
lyse, den urspriinglich ermittelten Reibungskoeffizienten des 
SerumeiweiBes auch nach Tagen wieder zu finden. 

Zu diesem Zwecke wurde die Viscositét einer Probe mit 0,02 n- 
Salzsiure, 0,01 n-Coffein und 0,93°/, Eiwei8 mit = 1,2739 bestimmt. 
Bei diesem Werte ist die Reibung des reinen Coffeins schon in Abrech- 
nung gebracht. Ohne das Coffein betrug der Reibungskoeffizient des 


1) Diese Zeitschr. 25, 510. 
2) C. Schorr, 1. c. 
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SaureeiweiBes 1,2409. Durch eine 8tagige Dialyse gegen destilliertes 
Wasser fiel der Gehalt des Serums auf 0,412°/, EiweiB. Wurde das 
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1°/, Albumin -+- Salzséure +- Coffein. 
~-----— 1°/, Albumin + Salzs&ure. 
Fig. 4. 


urspriingliche neutrale Eiwei8 durch Verdiinnen mit Wasser gleichfalls 
auf diesen Trockengehalt gebracht, so zeigten die beiden Proben den 
iibereinstimmenden Wert von 7 = 1,0333. Es war also jede Coffein- und 
Saurewirkung auf die Reibung wieder restlos verschwunden. 
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In einer Reihe von Versuchen wurde weiter die Abhingig- 
keit der Erscheinung von der Coffein- und von der Saurekon- 
zentration ermittelt. Zunachst wurden in einer Serie von Proben 
mit wachsendem Sauregehalt Zusitze von purem Coffein und 
zwar 0,005 n, 0,01 n und 0,02 n vorgenommen. Wir diirfen 
infolge der sehr geringen Basizitét des Coffeins annehmen, daf 
in den hier verwendeten Konzentrationen eine Bindung des 
Purinkérpers an die Salzsiure nur in verschwindendem Mabe 
erfolgt*). Erst durch Verwendung eines Uberschusses an Siiure 
kommt es infolge Zuriickdriangung der hydrolytischen Disso- 
ziation zur Bildung nennenswerter Mengen von Coffeinchlorid. 
Dieser Umstand tritt auch bei den folgenden Versuchen in Er- 
scheinung. In niederen Saurekonzentrationen liegt die Rei- 
bungskurve von SiureeiweiB bei Coffeinanwesenheit, stets iiber 
der des reinen SiureeiweiBes. Die Lage des Reibungsmaximums 

bleibt ungeaindert. Erst in héheren Siurekonzentrationen kommt 
es infolge der Salzwirkung des gebildeten Coffeinchlorids, zu 
4 einer Depression unter die Kurve des reinen Siureeiweibes. Bei 
0,005 n-Coffein wird die Depression in 0,02 n-Salzsdure, bei 
0,01 n-Coffein in 0,05 n-Salzsiure erkennbar. 


Tabelle VI (Fig. 4). 


Die Versuchstemperatur betrug 25°. Die Reibung des Coffeins 
wurde wie in simtlichen Versuchen bei allen Werten abgezogen, so daB 
die gefundene Viscosititssteigerung nur zu klein, nicht zu groB sein kann. 




















Selefiues Eola Prozent. Pre yzent. Prozent 

bem. Coffein- 0,005 n- | Erhéhung 0,01 n- Erhéhung | 0,02 n- Erhéhung 

, Coffein durch Coffein durch Coffein | durch 

' zentration| zusatz ‘ ‘ . 

} 0,005n-Coffein 0,01 n-Coffein 10,02 n-Coffein 
0,01 n 1,1401 1,2057 46,82 1,2128 51,89 1,2689 91,94 

j 0,02 n 1,2409 1,2253 | — 6,48 1,2756 14,40 1,2943 22,17 

k 0,03 n 1,1990 1,1966 | — 9,75 1,2128 14,42 1,2160 8,54 
0,04 n 1,1623 11572 | —8,14 1,1617 — 0,37 1,1789 10,23 
0,05 n 1,1389 1,1198 | —14,07 1,1361 — 2,06 1,1428 2.81 


Um den untersuchten Konzentrationsbereich weiter aus- 
zudehnen, wurden unter Verwendung des weit ldéslicheren 
Coffeinchlorids die entsprechenden Kombinationen mit Salz- 


1) In dem gleichen Sinne sprachen von uns ausgefiihrte Gefrier- 
punktsbestimmungen, ebenso (s. u.) Messungen der -Leitfahigkeit des 
Coffeinsalzes, sowie von Herrn J. Matula ausgefiihrte elektrometrische : 
Bestimmungen der H- und Cl-Ionenkonzentration. 
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siure*) hergestellt, was eine Untersuchung bis zum Gehalte 
von 0,04 n-Coffein gestattete. Zuniachst zeigte sich bei diesen 
Versuchen, daB die unter Verwendung des Coffeinsalzes er- 
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1°/, Albumin -++- Coffeinum hydrochioricum +- Salzsaure. 
1°/, Albumin +- Salzsdure. 


Fig. 5. 


haltenen Reibungskurven in sehr befriedigender Weise mit den 
friiheren, durch Zusatz von Coffeinum purum erhaltenen, tiber- 


1) Die Salzsiure des Coffeinchlorids wurde als gleichwertig der 
freien zugesetzten Salzsiure in Rechnung gebracht. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 19 
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einstimmen. Mit der Steigerung des Coffeingehaltes wuchs 
auch die Reibungserhéhung, allerdings nicht proportional, 
sondern deutlich abnehmend und, wie zu erwarten, wurden 
die zur Erzielung einer depressorischen Wirkung des Coffein- 
salzes nétigen Saéuremengen, immer gréBer; fiir 0,03 n-Coffein, 
0,08 n-Salzsiure, fiir 0,04 n-Coffein, 0,09 n-Salzsiure. Die 
Einzelheiten bringen die folgende Tabelle VII der Reibungs- 
werte und die zugehérigen Kurven. 


Tabelle VII (Fig. 5). 














— Pewee | 0,005 n- | 0,01 n- | 0,02n- | 0,03n- | 0,04n- 
; < em- | Coffein | Coffein | Coffein | Coffein | Coffein 
zentration| zusatz 

0,01 n 1,1401 | 1,2084 | — - 1,2697 | 
0,015n | 1,1964 | 1,2195 | 1,2492 |; — _ _ 
0,02 n 12409 | — | 1,2729 - 1,3172 1,3242 
0,025 n _ 1,2132 — 1,2626 _ = 
0,03 n 1,1990 _ 1,2170 | 1,2167 ~ - 
0,035 n _ 1,1673 —- | = 1,2127 _ 
0,04n 1,1623 — 1,1653 | 1,1771 1,1858 — 
0,045n _ 1,1277 ~- _ _ | 1,1897 
0,05n | 1,1389 - 1,1409 | 1,1406 | 1,168) | — 
0,055 n _ 1,1183 - | = — | 1,1643 
0,06 n _ _ 1,1225 | 1,1258 | 1,1407 | 1,1431 
0,07 n _ ~ ~ 1,1187 | 1,1274 | 1,1329 
0,08 n _ _ _ — 1,1141 | 1,1228 
0,09 n _— _ _ - | — | 1,1094 








Salzzusatz bewirkt auch beim Coffein-SiureeiweiB eine Ab- 
nahme der Reibung ohne die Coffeinwitkung aufzuheben, so 
daB die Reibungskurve von SaureeiweiB plus Neutralsalz mit 
Coffein nahezu parallel oberhalb der Kurve ohne Coffein ge- 
legen erscheint. Die zur folgenden Tabelle VIII gehérigen 
Kurven (Fig. 6) zeigen diese Verhiltnisse sehr deutlich. 


Tabelle VIII (Fig. 6). 





© nm fielect | 
10 NANO, Ohne Coffein 0,02 n-Coffein 








0,02 n-NaNO, 1,1096 | 1,1376 








0,01 - 1,1474 1,1708 
0,005 “ 1,1851 | 1,2121 


Die Coffeinwirkung, die an die Anwesenheit. von Saure- 
eiweiB gekniipft ist, laBt sich ebensogut wie am Salzsaure- 
albumin an der Eiwei8verbindung mit einer anderen Saure 
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beobachten. Im Folgenden (Tabelle IX) ist zunichst als Er- 
ganzung der in der Literatur vorliegenden Beobachtungen die 
Reibungskurve des Monochloressigsaure-EiweiBes wiedergegeben, 
deren Maximum erst bei 0,06 n erreicht ist und etwas unterhalb 





des Maximums beim Salzsaure- 
EiweiB liegt. Der Wert bei 0,02 
Monochloressigsaure 1,1583 
wird durch 0,01 n-Coffein auf 
1,1815 und durch 0,02 n-Cof- 
fein auf 1,1949 erhdht. Zu 
bemerken wire noch, daB die 
entsprechende Reibung der 
Monochloressigsiure, die fiir 
eine 0,1 n-Lésung 1,0148 be- 
trigt, bei den Werten in Ab- 
zug gebracht wurde. 
Unzweifelhaft kommt den 
Anionen der verwendeten 
Saure eine Bedeutung fiir 
die Hydratationssteige- 
rung durch das Coffein zu. 
Vergleicht man niamlich die 
Wirkung derselben  Coffein- 
dosen an Punkten gleicher Rei- 
bung der SalzsaiureeiweiBkurve 
und der Monochloressigsiure- 
EiweiBkurve, so zeigt sich die ,,,, 
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bedeutende Uberlezenheit der Natriumnitrat - Konzentration 

.) ° . . — ———_—s-_—«:1°/, Albumin + 0,02 Coffei 
offeinwirkung beim Eiweib- rt HCl -+ Neutralsalz. , 
i . *s : . % ———= 1°%/, Albumin + 0,02 HCl + 
chlorid. Dariiber gibt die fol Totestete. 
gende Tabelle (X) AufschluB, Fig. 6. 


die die zum gleichen Reibungs- 
wert der Salzsiure und der Monochloressigsiure gehorigen »- 
Werte bei Coffeinanwesenheit enthalt. 

Geht man zu Siuren iiber, die noch weniger EiweiBionen 
zu bilden imstande sind als die Monochloressigsiure, z. B. Essig- 
sdure oder Trichloressigsiure, so sind die Unterschiede der Reibung 
von CoffeineiweiB, die abhangig vom Saureion sind, noch schla- 


gender. Eine 0,02 n-Essigsiure, die die Reibung des Serums 
19* 
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Tabelle IX (Fig. 7). 
sn “is -bei 25° fiir Zusatz von Zusatz von 
0 : , . 
konzentration 1°/, Serum 0,01 n-Coffein | 0,02 n-Coffein 
0,01 n 1,1020 vn ~ 
0,02 n 1,1583 j 1,1815 1,1949 
0,03 n 1,1953 — — 
0,04 n 1,2090 —- ee 
0,05 n 1,2156 — ome 
0,06 n 1,2236 = os 
0,07 n 1,2126 = \ — 
0,08 n 1,1909 — — 
0,1 n 1,1813 = -- 
1289, ——— T 
4o} _ + ; 4 
| k ae 
30} es +——-+ + + +— 
/ 
zal } #4 A, = 4 } 4 
10 + \ re } 
7200} f <1 Pie i 
’ \ 
90| p-- f—— A Pen, 
H j / \ 
80| + 7 \ ; + 
: / \ | 
70 4 7 \ 4 
a ® 60} H + te + 
} = 50} | A out " “a . 
spp | j ] > — | —{ 
q 30} } } = + 
; | -_ Poy] 
i} 20 ~~ — be ] 
10 | | % ~~ Ee 
w00| 4 t+} 
| _- ——= 
a0} t + . + — —++— —f- + + ——<_ 
i aime: deme meee eee ee eee ae 2 4 
60; ——————— - Sao | . 2 ae 
50 _ it } fee + oe = a 
|e ea Se eR er, | 
Q09 Qin 





f gar gg Qos 000 005 06  Q07 gos 
Tessctiresegeiore reap Sateetere-Nospanieian 


—_————= 1°/, Albumin + Monochloressigsaéure. 
1°/, Albumin -+ Salzsdure. 


Fig. 7. 


von 1,0471 auf 1,0726 erhéht, gibt bei Coffeinzusatz keine 
weitere Steigerung der EiweiGreibung. (Die beobachteten und 
die additiv aus der puren Coffeinreibung berechneten Werte 


: 
14 
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Tabelle X. 
Coffein-Kon- — n-Mono- | meen: Deane 
contention chloressig- | we tir Salzsaiure 
saure 0,0ll n 
0 1,1583 1,1583 
0,01n 1,1815 1,225 
0,02n 1,1949 1,274 





stimmen iiberein.) Ahnlich liegen die Dinge bei der Trichlor- 
essigsdure, bei der der beobachtete Wert sogar etwas unter den 
berechneten fallt. Zum Vergleiche sind in der folgenden Ta- 
belle XI die durch graphische Interpolation aus den Versuchen 
ermittelten parallelen Werte beim SalzsiureeiweiB derselben 
Reibung daneben gestellt. 

















Tabelle XI. 
- Piel, wee te Tae 
om & + © i=} 
2./32 32/32 92/2234 
5: e3/9% £198 98 85:s2 
Saure Soeg¢iga egies i ag Ee8soq 
a& — oe =— & nS N & ae pes 
3 Soe¢1'ec281i02302;2828 BEege 
iY co So of eo poe 3 
0,02 n-Essigsiure . | 1,0726 | 1,0766 1,0766 | 1,0793 1,0806 1,1185 
0,02 n-Trichloressig- 
ee s «2 6 @ 1,0807; — | — | 1,0860 | 1,0887 1,132 








Von dem Coffein nahestehenden Kérpern wurden noch das 
Theophyllin, ein 1,3 Dimethylxanthin, und das Theobromin, ein 
3,7 Dimethylxanthin, auf ihre Hydratationsbeeinflussung von 
SaureeiweiB untersucht. Bei dem Theobromin war die Léslichkeit 
auch des Chlorids nicht ausreichend, so daB die nach tage- 
langem Gleichgewicht mit der Substanz gewonnene Lésung nur 
einen ganz minimalen Trockengehalt (entsprechend 0,0006 n) 
hatte und keine Anderung in der Reibung des SiureeiweiBbes 
bewirkte. 

Dagegen waren die Versuche am besser léslichen Theo- 
phyllin positiv und ergaben in bezug auf die Form und den 
Verlauf der Reibungskurve des Saéureproteins analoge Verhilt- 
nisse wie das Coffein. Die Wirkung des Theophyllins steht 
jedoch hinsichtlich ihrer Ausgiebigkeit hinter der des Coffeins 
wesentlich zuriick. Die folgende Tabelle XII enthalt die be- 
treffenden Vergleichswerte nebeneinandergestellt. 
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Tabelle XII (Fig. 8). 
A Saureeiwei8 mit 
Salzsaure- _ ot 
. éi SaureiweiB 0.0In 0,02 n 
<onzentration , a 
Theopbyilin Theophyllin 0,03 aColieie 

0,01 n 1,1401 1,2277 1,2459 1,2689 
0,02 n 1,2409 l, 2576 1,2682 1,2943 
0,03 n 1,1990 1,1971 1,2043 1,2160 
0,04 n 1,1623 1,1588 1,1611 1,1789 
0,05 n 1,1389 1,1308 1,1327 1,1428 


Durch die Zuvorkommenheit 








des Herrn Geheimrats Prof. 


H. H. Meyer standen uns einige interessante, zum Teil bisher 
noch nicht beschriebene Substitutionsderivate des Coffeins zur 
Verfiigung. Samtliche sind durch Substitution des Wasserstoffs am 


8. Kohlenstoff im Purinring gewonnen, 


Dimethylaminocoffein : 


| 

CH,N 

das Acetylaminocoffein: 
CH,N — CO 


CH,N — C— 
das Diathylglykokollaminocoffein : 
CH,.N — CO 


CH,N —CO 


CH, 


CO  ditee 





CH, 


CO C—N 


und zwar das: 


C.NH.OC.CH, 


C 


CH, 


CoO Cc 
ve 





CH,N —C—N 


C.NH.OC 


C.N(CH,), 


das salzsaure Coffeinithylendiamin (Coffamin): 


CH,.N —CO 


| ! 
CH,.C — C—N 


>C.NH.CH, 
| 


u 
NH, .CH,. HC! 
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und die schon friiher dargestellte Coffeinammoniumbase (Kaffon) 
(Beilstein 8, 959). 


4300 + 


SUT 
| 


aC 





+ + j 
| 
' 
‘ 
“—— 
| 
| 
' _ | —- See = _ 
1090 001n 002 rn QOIn O0%er O05” 


Salzsaure—Sontertration 


------ 1°/, Albumin +- Salzs&ure. 
———— 1°/, Albumin -+ Salzsfure + Theophyllin. 
-—--——-— 1°/, Albumin + Salzséure + Coffein. 


Fig. 8. 


Von diesen Stoffen war das Dimethylaminocoffein und das 
Acethylaminocoffein nicht genug wasserléslich, dagegen waren 


a 


Se i aarp pone 
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die iibrigen gut léslich, Uber die Versuche, die an einem 
0,8°/,igen und einem 1,1°/,igen Serumalbumin vorgenommen 
wurden, geben Tabelle XIII und XIV AufschluB. 


Tabelle XIII. 


Versuche am 0,8°/,igen Serum. Der Reibungswert des reinen 
Serums betragt 1,032. 





Base in Base + Salzsiureserum- 
Base wasseriger mischung 





n beobachtet | 1’ berechnet 





0,2 n-Diaéthylglykokollamino- 
coffein + 0,02 n-HCl ,0165 05% 1,2018 


0,02 n-Coffeinaithylendiamin 
+ 0,02 n-HCl 1,2018 


0,02 n-Coffeinammonium base 
+ 0,02 n-HCl 1,0132 1,1981 1,1981 


0,02 n-Coffein + 0,02 n-HCl 1,0081 1,2169 1,1930 











Tabelle XIV. 


Versuche am 1,1°%/,igen Rinderserum. Die Reibung des reinen 
Serums betrigt 1,0566. 





Base + Salzséureserum- 
mischung 


Salzsaure- 
Base Konzentra- ? 
on n beobachtet | »/ berechnet 


0,02 n-Diaithylglykokollamino- 
coffein 





{ 0,02 n 1,0642 | 1,8207 
0,03 n 1,1182 1,2528 


0,02 n 1,0604 | 1,3207 
0,02 n-Coffeinathylendiamin 0,04n 1,1830 | 1,2056 
0,05 n 1,1868 | 1,1867 


0,02 n-Coffeinammoniumbase { — yo cae 


0,02 n-Coffein 0,02n 13490 | 1,3119 








Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Coffeinammo- 
niumbase sich vollkommen indifferent verhalt, dagegen die 
anderen beiden Priparate keine Hydratationssteigerung, sondern 
die depressorische Wirkung von Neutralsalzen erkennen lassen, 
die so stark ist, daB eine nahezu quantitative Bindung der 
Saure an die betreffenden Coffeinderivate angenommen werden 


muB. 





i 
3 


sohbet Nica thao 
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Sehr bemerkenswert sind die Ergebnisse bei der Ausdehnung 
der Untersuchung der Coffeinwirkung auf verschiedene 
EiweiBkérper. Wiahrend das Albumin von Rind und Pferd*) 
sich gleichartig verhielt, war an dem gegen Saure so hoch empfind- 
lichen Glutin kein Effekt des Coffeins wahrzunehmen. Berech- 
nete und gefundene Werte stimmen hier vollstandig iiberein. 






eat, 


pe 






a epee aS Reh Selon 


Tabelle XV. 
Koffeinwirkung auf 0,3°/,iges Saéureglutin bei 35° C. 



































Salzsiiurekon- _Mischung: HCl-Glutin-0,02 n-Coffein 
paapemenen beobachtet berechnet 
0,005 n 1,3922 1,3917 
0,02 n 1,2280 1,2269 












Bekanntlich zeigt die Leimgallerte in der Hinsicht eine 
Ubereinstimmung mit dem Glutinsol, da8 Saure bei der Gallerte 
eine. ganz gewaltige Quellungsvermehrung bewirkt, die mit der 
Reibungserhéhung beim Sol korrespondiert. Wie weit hier die 
Reaktionsempfindlichkeit geht, haben Versuche von R. Chiari*) 
am Institute dargetan, der durch die Quellungsvermehrung den 
Kohlensauregehalt des destillierten Wassers nachweisen konnte. 
Es war deshalb mit Hilfe der Quellungsbestimmung médglich, 
die Hydratationsbeeinflussung von saurer Glutingallerte durch 
Coffein in einer quantitativ héchst vollkommenen Weise zu 













priifen. 

Methodik: Zu diesem Zwecke wurden in Wigeglischen Stiicke 
einer durch Dialyse extrem gereinigten Gelatine von festgestelltem Trocken- 
gehalt ausgewogen, hierauf in gréBeren Priparatenglisern von 500 ccm 
Inhalt mit der zu untersuchenden Fliissigkeit zusammengebracht. Simtliche 
Vergleichsproben der verschiedenen Lésungen wurden gleichzeitig auf- 
gestellt und in demselben Raum gehalten. Nach 24 Stunden wurden 

















1) Folgende Tabelle gibt ein Beispiel von der Wirkung des Coffeins 
auf Pferdeserum (Serumkonzentration 1 °/o). 








Salzsiurekonzen- he Coffein- | 9 99 n.Coffein 
tration zusatz 








ey 1,0603 a 
0,02 n 1,298] 1,8316 


*) Diese Zeitschr. 33, 167. 
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die gequollenen Gallertstiickchen auf Filtern von der Quellungsfliissigkeit 
getrennt, von den anhaftenden Trépfchen sorgfiltig befreit und wieder 
zur Wagung gebracht. Der Quellungsgrad wurde, wie dies seit den 
Hofmeisterschen Versuchen iiblich, durch den Wassergehalt bezogen 
auf 1 g trockener quellender Substanz ausgedriickt. 

Die folgende Versuchsreihe (Tabelle XVI), in der Saure- 
konzentration und Temperatur variiert wurden, laBt neben der 
gewaltigen Saurewirkung das Ausbleiben eines Coffeineinflusses 
auf den Quellungsvorgang erkennen, da Schwankungen um 
einige Prozente innerhalb der Versuchsfehler liegen und jeden- 
falls neben der gewaltigen Siurewirkung vollstandig ver- 
schwinden. 

Tabelle XVI. 





Coffeinkon- Quellungsgrad Quellungsgrad |Quellungsgrad | Quellungsgrad 
peor ohne HCl bei 0,0005 n-HC! bei 0,005 n-HCl bei 0,005 n-HC! 
und ca. 18° | und ca. 4° und ca. 4° 


| und ca. 18° 
| 


zentration 


0 1,066 53,082 59,093 182,309 
0,005 n 0,038 52,686 60,776 _ 
0,01 + 0,014 55,474 61,873 188,713 
0,02 » 0,004 55,171 63,709 184,417 





Gleich negativ verlief auch die Viscositatsuntersuchung 
im Autoklaven abgebauten salzfreien Glutins, das iiberwiegend 
aus Glutose und Peptonen bestand. 
Tabelle XVII. 


Die Versuchstemperatur betrug 25°. 





Kei Mischung: 

faere Salzsaure- em |Eiwei8-HCl-0,02n-Coffein 

EiweiB . Coffein- 

konzentration - 
zusatZ | beobachtet berechnet 








A =<—_ 


— a 
| 


1°0 oo 4 im 1.1148 ‘a 
120° abgebaut 0: 1.1564 | 11,1648 1,1645 











1°/, Glutin 10° im 1.0283 ea nahe 
mea os Bn 02 1,0216 | 1,0316 | — 1,0297 











Ebenso wie beim Glutin war auch die am Fibrin (Merck) 
vorgenommene Priifung der Coffeinwirkung negativ.. Hier diente 
als Methode die von M. H. Fischer verwendete Héhenmessung 
der Siaule gequollenen Fibrins. Bei Eindringen gleicher Fibrin- 
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mengen in verschiedene Siéurelésungen erfahrt das Volumen 
des Fibrins eine gewaltige Erhéhung, die durch Coffeinzusatz 
nicht erkennbar vermehrt wird. Ebenso war die mittels der 
Reibungsmessung bestimmte Hydratation einer aus Fibrin ge- 
wonnenen Protalbumose durch Coffein oder Theophyllin nicht 
zu beeinflussen. Auch die geringe Hydratation des Alanins 
durch Saéure erweist sich durch Coffein als unberiihrt. Beziig- 
lich dieser Versuche siehe die folgende Tabelle XVIII. 


Tabelle XVIII. 





Salz- Mischung: Abbauprodukt + Salzsiiure + 
Abbau- siure- | Kein Coffein Theophyllin 
produkt konzen- |Coffeinj peob- est. 1 

tration ocheas berechnet pee berechnet 


1 9/y Protalbu- 0 1,0599 a —- | — | = 


mose aus 9 +: ‘ . +r 
Witte-Pepton 0,02n 11,0965 1,1049 1,1049 1,1064 1,106- 


1% Alanin | 0,02n | 1,0333] 1,0399 | 1,0399 — | 














ITI. 


Uber die Natur der Coffeinwirkung sind von vornherein 
verschiedene Vorstellungen méglich. So wire es denkbar, dab 
durch das Coffein eine gesteigerte Siurebindung an das Eiweif 
und dadurch die in der ViscosititserhGhung ausgedriickte 
Hydratation zustande kime. Dies kénnte etwa in der Weise 
erfolgen, daB das Coffein durch Besetzung saurer Gruppen im 
EiweiB verdeckte Aminogruppen reaktionsfahig macht, wie dies 
in umgekehrter Weise fiir die Freimachung von Carboxyl- 
gruppen durch Reaktion von Formaldehyd mit Aminogruppen 
angenommen wird. Wir kennen ein sehr brauchbares MaB 
fiir die Siurebindung an das EiweiB in der elektrischen Leit- 
fahigkeit der Siure-EiweiBkombination. Durch die Wegbindung 
der freien Wasserstoffionen bei EiweiBzusatz zu einer starken 
Saéure findet entsprechend der Konzentrationsabnahme der 
freien Wasserstoffionen eine Verminderung der elektrischen 
Leitfahigkeit statt, denn die neugebildeten EiweiBionen be- 
sitzen nach den bisherigen Beobachtungen eine Beweglichkeit, 
die etwa '|,, von der des Wasserstoffes betragen diirfte. Eine 
durch das Coffein vermittelte Bindung von Wasserstoffionen 
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an das Eiweif miiBte sich durch eine zugehérige weitere Ab- 
nahme der Leitfahigkeit verraten. Die nach der Kohlrausch- 
schen Methode vorgenommenen Messungen der Leitfaihigkeit 
bei 25° haben jedoch ergeben, daB irgendeine nennenswerte 
Mehrbindung der Wasserstoffionen an das Eiweif durch den 
Coffeinzusatz nicht erfolgen kann, da die durch Coffeinanwesen- 
heit bewirkte sehr geringe Abnahme der Leitfaihigkeit von 
SaureeiweiB in befriedigender Weise mit der bei reiner Salz- 
siure durch das Coffein bewirkten zusammenfillt. Die Leit- 
fahigkeitsversuche sind in der folgenden Tabelle XIX enthalten. 


Tabelle XIX. 


Die Platinelektroden des LeitfaihigkeitsgefiBes, dessen Kapazitat zu 

13,4695 am Anfang und Ende des Versuches bestimmt wurde, waren zur 

Verhiitung der Adsorption mit nach Wetham schwach gegliihtem Platin- 
moor iiberzogen. 











Durch das Coffein 
: Spezifische bewirkte 
Konsentration Leitfahigkeit prozentuale 
Depression 











0,02 n-HCl 0,007 9144 — 
0,02 n-HCl + 0,02 n-Coffein 0,007 7810 1,69 


0,02n-HC1+ 0,8 °/, Serum 0,004 6574 
0,02 n-HCl+ 0,8 °/, Serum 
+0,02 n-Coffein ... 0,0045203 2,94 





Durch Zusatz von Salzsiure zu Serum wurde eine De- 
pression von 41,15°/, bewirkt. 

In dem gleichen Sinne fielen die auf anderem Wege ge- 
wonnenen Ergebnisse iiber die bei Coffeinzusatz bestehende 
Saéurebindung an das EiweiB aus. Es ist in neuerer Zeit 
Pauli und Samec gelungen, mit Hilfe eines Celloidinosmo- 
meters gut reproduzierbare Werte fiir den osmotischen Druck 
von EiweiBlésungen zu erzielen. Versetzt man EiweiB mit 
Siure, so kommt es zu einer ganz bedeutenden osmotischen 
Drucksteigerung, die das 5fache und mehr der vom neutralen 
EiweiB ausgeiibten Druckwirkung betragen kann. Die Druck- 
steigerung hingt damit zusammen, daB durch die z. B. bei 
Salzsiureeinwirkung erfolgende Bildung eines mehrwertigen 
EiweiBchlorides nicht nur die kolloiden EiweiBteilchen, sondern 
auch die durch elektrostatische Krifte gebundenen Chlorionen, 
die im Osmometer festgehalten werden, osmotisch wirksam 
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werden. Auf diese Weise erfolgt durch Siurezusatz zum 
EiweiB eine das mehrfache des Ausgangswertes erreichende 
osmotische Drucksteigerung, die zugleich als MaB fiir die Saure- 
bindung an das EiweiB dienen kann. Osmotische Druck- 
bestimmungen von SiureeiweiB bei Coffeinanwesenheit ergaben 
nun, daB eine durch osmotische Drucksteigerung erkennbare 
Vermehrung der Siurebindung an das EiweiB bei Coffein- 
zusatz nicht erfolgt. Auf dieses Ergebnis mu8B um so mehr 
Gewicht gelegt werden, als es sich hier um eine Methode von 
groBer Empfindlichkeit handelt. Wir diirfen auch nach diesen 
Versuchen die Vorstellung, daB durch das Coffein eine ge- 
steigerte Bindung von Siure an das EiweifB vermittelt wird, 
als nicht in den Tatsachen begriindet ablehnen. 

SchlieBlich wurde mit Hilfe der elektrometrischen H- und 
Cl-Ionenmessung festgestellt, da8 durch Coffeinzusatz keinerlei 
Anderung in den Konzentrationsverhiltnissen der freien und 
gebundenen H- und Cl-lonen im Saureeiweif erfolgt. Die 
Messungen geschahen mit Hilfe eines von Pauli’) technisch 
vervollkommneten Hasselbalchschen Apparates und der von 
K. Manabe und J. Matula am Institute ausgearbeiten Cl-lonen- 
bestimmungsmethode, die sich in jeder Hinsicht bewahrt haben. 
Die durchaus eindeutigen Resultate finden sich in der folgenden 


Tabelle. 
Tabelle XX. 


Endkonzentration des SerumeiweiBes 1°/). Versuchstemperatur 20°. 
a sind die elektromotorischen Krifte, die bei unserer Anordnung auf 
0,2 bis 0,4 Millivolt reproduzierbar waren, py Sérensens H-lonen- 
exponent, C, die freien, Cy die gebundenen H-Ionen. Die Reihen 
stimmten absolut iiberein. 





Mischung | 1,25 | 1s a | Py Cy Ch 


0,02 n-HCl-SerumeiweiB | 0,394 0,397 0,400 | 2,0155 0,009 648) 0,009516 


0,02n-HCl-EiweiB + 0,02 n- 
Coffein 





0,394 | 0,397 | 0,400 | 2,0155 0,009678) 0,009516 


Nach diesen Ergebnissen lag es nahe, auf die schon friiher 
von Pauli angedeutete Vorstellung zuriickzukommen, daB es 
bei der Coffein-Siurewirkung auf das EiweiB zur Bildung eines 


1) Zu beziehen durch F. Kéhler in Leipzig. Néaheres bringt die 
Arbeit von K. Manabe und J. Matula. 
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komplexen Salzes von stiarkerer Hydratation der lonen, ver- 
glichen mit der des reinen Saurealbumins, kommen k6nnte. 
Fiir diese Auffassung konnte ins Treffen gefiihrt werden, daB 
das Coffein und seine Verwandten iiberhaupt zur Bildung von 
Doppelsalzen und Komplexsalzen sehr geneigt sind, wobei es 
im allgemeinen zu einer innigeren Wechselbeziehung mit dem 
Lésungsmittel kommen diirfte, wie schon die Steigerung der 
Léslichkeit bei diesen Doppelsalzen gegeniiber den einfachen 
Verbindungen wahrscheinlich macht. Die Frage, wie groB die 
in das Eiwei8 eintretende Coffeinmenge ist, ob es sich um die 
Bildung eines Doppelsalzes Coffeinchlorid-Albuminchlorid oder 
Coffein-Albuminchlorid handelt, ist einstweilen nach unseren 
Versuchen eine offene geblieben. Doch sprechen dieselben 
mehr in dem Sinne, daB das Coffein allein in das Eiweibchlorid 
eintritt. Zugunsten dieser Anschauung waren zuniachst die 
obigen Versuche zu verwerten, nach denen durch Coffeinzugabe 
keine nennenswerte weitere Bindung von Siure an Eiweib so 
wenig wie von Séure an das Coffein erfolgt. Ferner stehen 
nach den Erfahrungen bei der Reaktion von SiureeiweiB mit 
Neutralsalzen im SéureeiweiB wohl reichlich Méglichkeiten fur 
den Eintritt von Kationen in Carboxylgruppen, oder an Stelle 
von Imidwasserstoff, nicht so leicht aber von Anionen zur Ver- 
fiigung. Da das Coffein als Kation mit dem Eiweif reagiert, 
diirfte bei der vorhandenen stark sauren Reaktion und bei dem 
Fehlen jeder Coffeinwirkung mit AlkalieiweiB') kaum zu_be- 
zweifeln sein. 

Fiir die groBe Differenz im Verhalten von Albumin auf 
der einen Seite, und Glutin und Fibrin auf der anderen Seite, 
welche letzteren die Hydratationswirkung durch das Coffein ganz 
vermissen lassen, kimen von vornherein verschiedene Méglich- 
keiten in Betracht, die im allgemeinen in zweifacher Richtung 
sich bewegen. Erstens, daB der Coffeineintritt nicht an die 
Anwesenheit von reaktionsfihigen sauren Gruppen tiberhaupt 
gebunden ist, sondern nur an solche in einer bestimmten 
Konfiguration erfolgt, die eben nur beim Albumin realisiert 
ware; oder zweitens, daB die Hydratation der komplexen Salze 
bei den verschiedenen Eiwei8kérpern in einem verschiedenen Ver- 


1) Handovsky, diese Zeitschr, 25, 538. 
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haltnis zur Hydratation der reinen Saureproteine steht. Soweit das 
vorhandene Material reicht, laBt sich die zweite Ansicht leichter 
begriinden. LEinerseits sind erhebliche Unterschiede in der Zu- 
sammensetzung sowohl zwischen Albumin und Glutin als auch 
zwischen Glutin und Fibrin vorhanden, andrerseits erscheinen 
Glutin und Fibrin, bei denen die Coffeinwirkung fehlt, durch 
das gemeinsame Merkmal einer ganz gewaltigen Hydratations- 
fihigkeit schon unter dem Einflusse sehr schwacher Siuren 
verbunden. Demnach wiire es denkbar, daB die Hydratation 
der einfachen Salze des Glutins und des Fibrins bereits eine 
so bedeutende ist, daB sie bei der Entstehung héherer Kom- 
plexe keiner weiteren Steigerung fiahig ist. Diese hier mit 
allem Vorbehalt gegebene Ansicht, so wahrscheinlich sie auch 
erscheint, wird noch durch fortgesetzte Versuche zu priifen sein. 





Ober Fermentwirkung und deren Beeinflussung durch 
Neutralsalze. IL. 
Von 
E. Starkenstein. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der deutschen Universitat in Prag 


und der physiologisch-chemischen Abteilung der zoologischen Station in 
Neapel.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Gesellschaft zur Férderung deutscher 
Wissenschaft, Kunst und Literatur in Béhmen‘. 
(Eingegangen am 7. November 1912.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Friihere Untersuchungen’) iiber die Rolle der Neutralsalze 
bei der Diastasewirkung hatten unter anderem ergeben, daB 
gewissermaBen fiir eine bestimmte Anzahl von Diastasemolekiilen 
auch eine entsprechende Anzahl von Salzmolekiilen notwendig 
ist, um eine maximale Fermentleistung zu erzielen. Der akti- 
vierende Teil des Salzes ist das Anion und zwar nur das Cl- 
und Br-Ion (Wohlgemuth, Bierry), wiahrend andere Ionen 
gar nicht oder nur sehr schwach wirkend sind. Auf Grund 
meiner friiheren Befunde von dem direkt proportionierten Ver- 
hiltnis von Salzmenge zur Diastasemenge wurde es eigentlich 
erst erméglicht, von den tatsichlich vorhandenen Fermentmengen 
richtige Vorstellungen zu bekommen; denn die meist ange- 
wendeten Methoden zur quantitativen Diastasebestimmung geben 
nur eine Vorstellung von der Fermentmenge der zu priifen- 
den Lésung unter den jeweilig obwaltenden (Temperatur, Salz- 
gehalt usw.) aber nicht optimalen Bedingungen. Bei Ein- 
haltung gleicher Bedingungen ist es auf diese Weise méglich 
Fermentlésungen untereinander zu vergleichen. In dieser 


1) Starkenstein, Uber Fermentwirkung und deren Beeinflussung 
durch Neutralsalze. Diese Zeitschr. 24, 210, 1910. 
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Hinsicht werden wohl richtige relative Werte erhalten werden, 
ein absolutes Ma8 fiir tatsaichlich vorhandene Fermentmengen 
stellen die gewo6hnlichen Methoden aber nicht dar. Die Schitzung 
der gesamten Fermentmenge wird méglich, wenn man die Er- 
gebnisse meiner friiheren Untersuchungen mit einer der _be- 
kannten Methoden kombiniert. 

Wie bereits friiher ausgefiihrt wurde, ist hierzu in erster 
Linie notwendig, statt mit PreBsiften mit Wiechowskischen 
Organpulvern zu arbeiten. Man bestimmt das Gesamtgewicht 
des betreffenden Organs in trockenem Zustande und stellt dann 
Organplasmen von bestimmter Konzentration her. Hierdurch 
wird ein stets gleichbleibender Vergleichswert geschaffen, der 
beim Arbeiten mit PreBsiften nur schwer, oft iiberhaupt nicht 
zu erreichen ist. 

Nach der Methode Wohlgemuths, derjenigen, mit welcher 
ich die Versuche ausgefiihrt habe, wird nun z. B. ein bestimm- 
ter Wert erhalten. Durch Dialysieren der Lésung gegen 
destilliertes Wasser wird dieser Wert auf Null gebracht, und diese 
Lésung kann erst die Ausgangsloésung fiir die weiteren Unter- 
suchungen darstellen. Bei Zusatz steigender Mengen von Koch- 
salz wird man zunichst Werte erhalten, die bis zu einem ge- 
wissen Punkte ansteigen und dann bei weiterem Zusatze von 
NaCl wieder abnehmen. Dabei wird der Wert, den die native 
Lésung vor der Dialyse besaB, bald iiberschritten sein. Wir 
kénnen uns diese Erscheinung so vorstellen, daB die physiologisch 
vorhandene Salzmenge nur ausreicht, eine bestimmte Menge 
der vorhandenen Fermentmenge zu aktivieren. Durch weiteren 
Zusatz jedoch erreicht man ein Maximum. Wird nach Uber- 
schreiten dieses Maximums noch mehr Salz zugesetzt, so wird 
eine Salzkonzentration erreicht, die das Ferment bereits schidigt. 
Die Kurve der Salzwirkung verliuft dann so, dab sie zunachst 
vom O-Punkt ausgehend ein Maximum erreicht und dann wieder 
gegen den O-Punkt zu abfallt (Fig. 1). Wenn man aber nach 
Erreichung der maximalen Wirkung die Lésung mit der steigen- 
den Salzmenge entsprechend verdiinnt, derart, daB die optimale 
Salzkonzentration erhalten bleibt, so verliuft die Kurve vom 
Punkte des Optimums in einer Geraden (Fig. 2). Die optimale 
Leistung ist von der Fermentkonzentration unabhingig. 


DaB diese Erfahrungen zur zuverlassigen Schitzung der 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 20 








302 E. Starkenstein: 


Fermentmenge einer Lésung verwendet werden kénnen, beweist 
folgendes Beispiel. Wir hatten von den Leberpulvern zweier 
Tiere je 5°/,ige Organplasmen hergestellt. Die Diastasemenge 
beider Lésungen wird nach Wohlgemuth bestimmt und gibt 
nahezu iibereinstimmende Werte. Wenn wir aber die Ferment- 
lésung dialysieren und dadurch bis zum O-Punkt inaktivieren, 
nachher die Bestimmung bei zunehmendem Salzgehalt wieder- 
holen, so kann man finden, daB das Maximum der Ferment- 
wirkung der ersten Lésung bei Zusatz einer Salzmenge X er- 
reicht wird (das Maximum liegt meist héher als der Wert der 
nativen Lésung). Zur Erreichung des Maximums der zweiten 
Lésung ist aber die Salzmenge 2X notwendig, und damit wird 
ein doppelt so hoher Wert erreicht. Wenn wir also die Ferment- 
menge bestimmen wollen, miissen wir die betreffende Lésung 
zunachst inaktivieren und dann erst durch Zusatz entsprechen- 
der Salzmengen auf ein Maximum der Wirkung bringen. 
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Uber die Art und Weise, wie diese Aktivierung des Dia- 
stasemolekiils zustande kommt, wissen wir nur folgendes: Die 
Aktivierung ist unabhingig von der Konzentration der Lésungen, 
abhingig aber von der absoluten Menge des vorhandenen 
Salzes und von der Art des Elektrolyten. 
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Auf Grund der friiheren Befunde hatte ich seinerzeit ver- 
mutet, daB durch Verbindung des Cl-Ions mit dem Diastase- 
molekiil eine besser wirkende Verbindung geschaffen wird. Diese 
Anschauung wird durch neuerliche Versuche Bangs’) gestiitzt. 

Wahrend ich bei meinen Versuchen zunichst mehr zur 
Orientierung mit gréBeren Salzmengen arbeitete und damit 
nur grobe Grenzwerte bekam, hat Bang ahnliche Versuche mit 
Speicheldiastase ausgefiihrt und hierbei ganz geringe Salzmengen 
zugesetzt, so daB die oben mitgeteilten Resultate, speziell die 
Kurven der Fermentwirkung, noch deutlicher, jedoch vollkommen 
gleichsinnig mit den meinigen ausfielen. 

Einen weiteren Anhaltspunkt zur Unterstiitzung der auf- 
gestellten Theorie boten ihm Resultate, die er bei Zusatz von 
Phosphaten zur Fermentlésung erhalten hatte. Durch Dialyse 
allein gelingt es wohl, eine Lésung soweit zu inaktivieren, daB 
fiir die Methode der Diastasebestimmung nach Wohlgemuth 
wohl der O-Punkt erreicht wird, doch wird dabei immer noch 
etwas Zucker gebildet. Eine vollstandige Inaktivierung erreicht 
Bang durch Zusatz von Natriumphosphat und nachheriger 
Dialyse. Bang erklart sich diesen Vorgang wiederum so, daB 
das Phosphat gewisse reversible Anderungen des aktiven Dias- 
tasemolekiils bewirkt. Die Reversibilitat wird durch die 
Reaktivierung durch Kochsalz bewiesen. 

Die einzige Erklarung, die die Reaktivierung durch Koch- 
salz und den Gegensatz zwischen Phosphat und Chlorid iiber- 
haupt verstandlich machen kann, sieht Bang darin, daB das 
aktive Diastasemolekiil mit NaCl eine dissoziable Verbindung 
bildet. Bei der Dialyse wird ein Teil des abdissoziierten NaCl 
entfernt, der Rest wird aber energisch von dem Diastasemolekiil 
zuriickgehalten und dialysiert nicht gleich fort. Setzt man aber 
iiberschiissiges Natriumphosphat hinzu, so setzt sich dieses 
groBtenteils mit der Diastase-NaCl-Verbindung um und es ent- 
steht eine inaktive Diastase-Phosphatverbindung. So lange 
sich aber noch NaCl in der Lésung befindet, halt es trotz des 
Uberschusses von Phosphat die Fermentlésung aktiv, weil die 
Affinitat des Fermentmolekiils zum NaCl gréBer ist als zum 
Phosphat. Diese Befunde Bangs bestiatigen so neuerdings 


1) Bang, Uber Diastasen I. Diese Zeitschr. 32, 417, 1911. 
90* 
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die Bedeutung des Cl-Ions fiir die Diastase und unterstiitzen 
auch die friiher von mir geéiuBerte Anschauung iiber die Art 
dieser Aktivierung. 

Alle diese Untersuchungen erstrecken sich auf tierische 
Diastasen. Auffallenderweise soll nach neueren Mitteilungen 
von Bierry') die Gegenwart von Neutralsalzen als Aktivatoren 
nur fiir tierische Diastasen von Bedeutung sein, wihrend es 
nach den Befunden der genannten Autoren nicht gelingen soll, 
Pflanzendiastase durch Dialyse zu inaktivieren. 

Mit diesen Befunden im Widerspruch steht eine Angabe 
von Frankel und Hamburg’). Diese hatten bei Unter- 
suchungen iiber Pflanzendiastase beobachtet, daB dieselbe schon 
nach 12stiindiger Dialyse ihre Wirkung vollstandig oder doch 
zum gréBten Teil einbiiBt. 

Mit Riicksicht auf diese widersprechenden Resultate habe 
ich einige derartige Versuche ausgefiihrt: Ich habe eine Lésung 
von Pflanzendiastase eine Zeit lang dialysiert und hierauf in 
2 Teile geteilt. Jeder der beiden Teile erhielt nun die gleiche 
Menge Stiirke zugesetzt, der eine auBerdem so viel Kochsalz, 
daB der Gehalt der Lésung an NaCl 2°/, betrug. Die Proben 
wurden dann in den Brutschrank gestellt. Nach 2 Stunden 
betrug der Zuckergehalt der dialysierten Lésung 0,08°/,, der 
mit Kochsalz versetzten dagegen 0,3°/,. Ein zweiter Versuch 
fiel ahnlich aus. Eine vollstindige Inaktivierung war aller- 
dings auch hier nicht erfolgt, doch zeigte sich deutlich die 
hemmende Wirkung der Dialyse und der férdernde Einflu8 
des Kochsalzes. DaB aber die Verhiltnisse hier nicht anders 
sind als bei der tierischen Diastase, das beweist ein nach der 
Wohlgemuthschen Methode durchgefiihrter Versuch, der in 
Tabelle XVIII mitgeteilt ist. Der zur Dialyse verwendete 
Kollodiumschlauch wurde auf eventuelle Durchlassigkeit fiir 
Diastase gepriift, erwies sich jedoch fiir die untersuchte Dias- 
tase als vollkommen undurchiassig. 

Es ergibt sich somit aus diesen Versuchen, daB zwischen 


1) Bierry, Die Rolle der Elektrolyte bei der Wirkung einiger 
tierischer Fermente. Diese Zeitschr. 40, 357, 1912. 

9) Frankel und Hamburg, Uber Diastasen. Beitriige z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 8, 389, 1906. 
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tierischer und pflanzlicher Diastase hinsichtlich ihrer Beziehung 
zu den Neutralsalzen kein Unterschied besteht. 

Bei friiheren Untersuchungen iiber das Glykogen der 
Tunikaten’) hatte ich beobachtet, daB bei einer Temperatur 
von 10° das Glykogen in den Organen dieser Tiere in kiirzester 
Zeit zu Zucker hydrolisiert wurde. Dies bewies das Vorhanden- 
sein eines 4uBerst leistungsfahigen Fermentes, wie es in gleicher 
Starke in den Warmbliiterorganen nicht nachgewiesen werden 
konnte. Es ist ja naheliegend, daB die Fermente der Kalt- 
bliiter bei einer niederen Temperatur wirken miissen als die 
der Warmbliiter. Die erhdhte Leistungsfihigkeit kénnte zu- 
stande kommen durch eine andere Art der Aktivierung oder, 
was wahrscheinlicher wire, durch eine gréBere Fermentmenge. 
Bei Untersuchung dieser Fragen konnten nun zwei Wege ein- 
geschlagen werden: Zuerst vergleichende Untersuchungen itiber 
den Fermentgehalt gleicher Organe von Warm- und Kalt- 
bliitern. Der zweite Weg basiert auf den Erfahrungen iiber 
die Bedeutung der Salze fiir die Fermentwirkung. Es ware 
nicht unméglich, daB dieser Faktor besonders bei den Seetieren 
von Bedeutung sei, indem hier gewisse Beziehungen bestiinden 
zwischen der Leistungsfihigkeit der Diastase dieser Tiere und 
dem Milieu, in dem sie leben. 

In dieser Richtung bewegten sich meine weiteren Unter- 
suchungen. Die angewandte Methodik war dieselbe wie in den 
friiheren Arbeiten. Als Einheit der diastatischen Kraft (D) fiir 
eine bestimmte Temperatur und Zeit der Einwirkung bezeichne 
ich in Anlehnung an Wohlgemuth unter Beriicksichtigung des 
geainderten Ausgangsmaterials jene Anzahl von Kubikzentimetern 
einer 0,5°/,igen Starkelésung, die von 1 g des betreffenden 
Organpulvers hydrolysiert werden. 

Als erste vergleichende Versuche habe ich 5°/,ige Organ- 
plasmen von Frosch- und Menschenlebern auf ihre diastatische 
Kraft gepriift. Die Versuche wurden zunichst bei 20°, dann 
bei 30° ausgefiihrt. Sie ergaben fiir das Froschleberplasma bei 
einer Digestionsdauer von 6 Stunden und bei 20° eine dia- 


1) Starkenstein, Uber den Glykogengehalt der Tunikaten nebst 
Versuchen iiber die Bedeutung des Eisens bei der quantitativen Glykogen- 
bestimmung. Diese Zeitschr. 27, 53, 1910. 
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statische Kraft D = 53, wihrend das gleich konzentrierte 
Menschenleberplasma unter den gleichen Bedingungen iiber- 
haupt noch nicht hydrolysierte, also D=0 war. Bei hoherer 
Temperatur glich sich dieser Unterschied allmahlich aus. Der 
Endeffekt war hierbei in allen Fallen der gleiche, nur wurde 
er vom Froschplasma friiher erreicht als von dem der 
Menschenleber. 

Es wurde bereits darauf hingewiesen, daB es wahrschein- 
licher ist, daB die Unterschiede in der Wirkung von Kalt- und 
Warmbliiterorganen nicht in der Aktivierung durch verschiedene 
Temperatur gelegen sind, sondern in verschiedenem Gehalt an 
Ferment. Dafiir spricht am besten das Verhalten des Menschen- 
speichels. Dieser stellt die héchst wirksame Diastaselésung 
dar, die wir iiberhaupt als natiirliches Sekretionsprodukt kennen. 
Entsprechend seinem hohen Gehalt an Diastase ist er auch 
imstande, bei sehr niedriger Temperatur unendlich groBe Mengen 
von Starke zu hydrolysieren. An dem Vergleich der Wirkung 
von Menschenspeichel und Menschenleberplasma geht hervor, 
daB zum Studium von Kalt- und Warmbliiterfermenten stets 
gleichnamige Organe herangezogen werden miissen, und dies- 
beziigliche Versuche ergaben, da man in Kaltbliterorganen 
im allgemeinen eine héhere Fermentkonzentration annehmen 
kann als in gleichnamigen Organen der Warmbliiter. (Vgl. Ta- 
belle I bis III.) 

Von gréBerem Interesse waren Versuche an Seetieren, be- 
sonders an solchen, bei denen die Korperfliissigkeit isotonisch 
dem Seewasser ist. 

Fiir derartige Untersuchungen miissen wir die Seetiere in 
3 Gruppen einteilen: 

1. Wirbellose: Das Blut derselben ist isotonisch dem See- 
wasser; die Isotonie ist durch gleichen Salzgehalt bedingt. 

2. Selachier: Das Blut derselben ist ebenfalls dem See- 
wasser isotonisch, doch ist die Isotonie nur ungefahr zur Halfte 
durch Salze, zur Halfte durch Harnstoff hergestellt. 

3. Teleostier: deren Blut dem Seewasser hypotonisch ist; 
doch ist der Salzgehalt ihres Blutes immerhin noch hoher als 
der der Warmbliiter. 


Fiir die Versuche habe ich stets, wie bei den Warm- 
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bliitern, die Lebern verwendet. Die Leber wurde nach dem 
Verfahren Wiechowskis durch ein Drahtsieb passiert, dann 
auf Glasplatten gestrichen, rasch an der Luft getrocknet und 
vom Trockenpulver ein 5°/,iges Organplasma hergestellt. Von 
Tieren der ersten Gruppe (Wirbellose) verwendete ich Aplysien 
(Aplysia punctata und limacina), ferner Eledone, Octopus und 
Tunikaten. 

Die ersten Versuche mit 5°/,igem Aplysienleberplasma, 
die ich bei 15° und bei 37° durchgefiihrt habe, hatten mir gezeigt, 
daB hier so viel Ferment vorhanden ist, daB der Endpunkt 
der Reaktion in viel kiirzerer Zeit erreicht wird. Ich habe 
daher weiterhin 10fach verdiinnte Plasmen, also 0,5°/,ige, ver- 
wendet. Die Versuche in Tab. XII und XIII beweisen, dab 
in den Lebern dieser Tiere eine ganz auBerordentlich hohe 
Konzentration an diastatischem Ferment vorhanden ist, und 
daB durch Zusatz von Salz oder, wie ich es tat, bei Ver- 
wendung von Seewasser statt des destillierten Wassers als 
Lésungsmittel, Werte von D=10000 erreicht wurden, die 
aber noch nicht das Maximum darstellen. Um eine annahernde 
Vorstellung von der tatsachlich vorhandenen Fermentmenge 
zu bekommen, habe ich nun die Fermentlésung dialysiert und 
aufsteigende Mengen von Kochsalz zugesetzt. Wahrend in 
einem 5°/,igen Organplasma einer Kaninchenleber mit einem 
Salzgehalt von 3°), bereits das Optimum der Fermentwirkung 
erzielt wurde, héhere Salzkonzentration aber schon schadigt, 
ist hier zur Erreichung optimaler Verhiltnisse eine viel héhere 
Salzkonzentration des Plasmas erforderlich, und selbst bei 
20°), Kochsalz (vor Zusatz der Starke) treten noch keine 
Schadigungen auf. Ohne daS wir dadurch einen absoluten 
Fermentgehalt festgestellt hatten, da die Endreaktion noch 
lange nicht erreicht war, beweist doch das relative Ver- 
haltnis zur Kaninchenleber, wie unendlich héher die Dia- 
stasekonzentration in den Organen der wirbellosen Seetiere 
sein muB. 

Ich habe weiterhin aus der gleichen Gruppe die Lebern 
von Cephalopoden untersucht und ahnliche Werte gefunden’). 


1) Ich méchte bei dieser Gelegenheit auf ein Moment aufmerksam 
machen, das methodisch beim Arbeiten mit den Lebern dieser Tiere 
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Von Tieren der zweiten Gruppe wurde Scyllium catulus 
untersucht. Was die absoluten Werte fiir den Diastasegehalt 
der Leber dieser Tiere betrifft, so sind diese auBerst gering, 
und es ist anzunehmen, daB die Diastasewirkung durch die 
groBe Fettmenge nachteilig beeinfluBt wird. Was in den an- 
gefiihrten Versuchen dieser Gruppe jedoch von Bedeutung ist 
und auch klar zum Ausdruck kommt, das ist der EinfluB der 
Blutzusammensetzung auf die Wirkung der Diastase. 

Wie erwihnt, ist die Isotonie des Blutes dieser Tiere mit 
Seewasser durch Kochsalz und Harnstoff hergestellt. Ich habe 
daher auch hier die Organplasmen dialysiert und dann mit so 
viel Kochsalz und Harnstoff versetzt, daB anniahernd jene 
Konzentrationen erreicht wurden, die dem Blute der Selachier 
entsprechen. Durch Zusatz von Kochsalz allein wurde die 
durch Dialyse inaktivierte Diastase wohl auch reaktiviert, doch 
nur bis zu einem gewissen Grade. Setzt man einem Kaninchen- 
leberplasma, dessen Diastase bestimmt wurde, 2°), Harnstoff 
zu, so erfahrt die Diastasewirkung entweder keine Anderung 
oder bisweilen sogar eine Schidigung. Demgegeniiber wird die 
diastatische Leistungsfahigkeit eines Scylliumleberplasmas durch 
Harnstoffzusatz deutlich geférdert. Zur Aktivierung ist jedoch 
nicht Harnstoff allein fahig, denn eine Reaktivierung von dia- 
lysiertem Scylliumleberplasma durch Harnstoff allein gelingt 
nicht, wohl aber vermag Harnstoff die durch Kochsalz reak- 
tivierte Lésung in ihrer Wirkung in nennenswerter Weise zu 
steigern (Tab. VII bis XI). 

DaB Harnstoff fiir physiologische Funktionen der Haifische 
von Bedeutung ist, hat schon Baglioni gefunden. Wenn er 
Herzen von Selachiern mit fiir das Blutserum der Selachier 


von Bedeutung ist. Wenn man namlich die Lebern der Cephalopoden 
in toto trocknet, dann das Pulver in Wasser suspendiert und nach 
2stiindigem Stehen, wie das in der Regel bei den Organen niedriger 
Tiere geschieht, filtriert, so bekommt man ein klares, fast eiweiBfreies 
Filtrat, das auch auBerordentlich arm an Fermenten ist. Die Ursache 
fiir diese Erscheinung diirfte darin gelegen sein, daB beim Trocknen 
auch der Inhalt des Tintenbeutels mitgetrocknet wurde, der wegen 
seiner groBen Adsorptionskraft die Eiwei®k6rper und Fermente an sich 
reiBt und so dem Organplasma entzieht. Es mu8 daher beim Ver- 
arbeiten dieser Tiere stets darauf geachtet werden, da8 der Tintenbeutel 
unverletzt bleibt und nur reines Lebergewebe betrocknet wird. 
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isotonischen Lésungen durchspiilte, wovon die eine 3,5 g NaCl 
auf 109 com Leitungswasser, die andere 2g NaCl + 2,2¢ 
Harnstoff auf 100 ccm Leitungswasser enthielt, so unterhielt 
nur die letztere Lésung die Lebenstitigkeit des Herzens. 

Als Vertreter der dritten Gruppe, der Teleostier, wurde 
noch die Leber von Labrus festivus unter gleichen Be- 
dingungen wie der anderen Tiere untersucht. Die Werte fiir 
die diastatische Kraft derselben sind bedeutend niedriger 
(Tab. XVII). 

Wenn wir die bisherigen Versuche iiberblicken, so laBt 
sich unschwer eine gewisse Beziechung zwischen der Starke der 
diastatischen Wirkung bei diesen Tieren und der Blutzusammen- 
setzung erkennen. Von allen untersuchten Tieren zeigten die- 
jenigen den hoéchsten Diastasegehalt, die auch den grdBten 
Salzgehalt im Blute besitzen: die Wirbellosen. Bedeutend 
niedriger ist der der Teleostier und der Haifische. Bei den 
letzteren kommt dem Harnstoff ein wesentlicher Anteil an der 
Blutzusammensetzung zu, und er ist auch fiir die Diastase- 
wirkung von groBer Bedeutung. 

Bei der Beurteilung des hohen Fermentgehaltes in der 
Leber der wirbellosen Seetiere wird auch zu beriicksichtigen 
sein, daB das Organ, das hier als Leber bezeichnet wird, nicht 
ganz der Wirbeltierleber entspricht. Es ist hier von der eigent- 
lichen Leber das Pankreas nicht zu trennen, und beide werden 
daher als Hepatopankreas bezeichnet. Dies ist aus dem Grunde 
zu beriicksichtigen, weil ja auch das Pankreas der Siéugetiere 
mehr Diastase enthalt als die Leber. Die hohen Werte, die 
in der Literatur iiber Pankreasdiastase mitgeteilt sind, beziehen 
sich meist auf PreBsifte. Bei Verwendung von Organpulvern 
dagegen konnte ich niemals derart hohe Werte erhalten wie 
bei den Organen der Wirbellosen. 

Wie eingangs erwahnt, ist es als selbstverstindlich an- 
zusehen, da die Fermente der Kaltbliiter bei einer niedrigeren 
Temperatur arbeiten miissen als die der Warmbliiter, und es 
scheint die hédhere Leistungsfahigkeit durch hdhere Konzen- 
tration des Fermentes bedingt zu sein. 

Uber die optimale Temperatur fiir Fermente der Kalt- 
bliiter bestehen eine Reihe meist einander widersprechende 
Angaben, und es scheint, da diese Widerspriiche darauf zuriick- 
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gefiihrt werden kénnen, daB stets verschieden fermentreiche 
Organe untersucht wurden. Wéahrend z. B. das uricolytische 
Ferment der warmbliitigen Saiugetiere bei ca. 40° eine optimale 
Wirkung entfaltet, konnte Scaffidi schon bei viel niedrigerer 
Temperatur maximale Leistungen mit dem uricolytischen Fer- 
mente von Scyllium erzielen. Der Unterschied ist ebenfalls in 
verschiedener Konzentration gelegen. Hinsichtlich des Tempe- 
raturoptimums fiir die Wirkung des Pepsins, von dem im all- 
gemeinen dasselbe gilt wie von den anderen beschriebenen 
Fermenten, vgl. Polimanti’). 

Die in den Tabellen VII und VIII mitgeteilten Versuche 
wurden derart ausgefiihrt, daB sowohl auf die Salzkonzentration 
als auch auf die Temperatur Riicksicht genommen wurde. Es 
ergaben diese Versuche folgendes: 

Organe wie die Leber der Kaninchen und Adhnliche, die 
keine besonders hohe Konzentration an Diastase besitzen. 
brauchen héhere Temperaturen, um eine nennenswerte Ferment- 
leistung zu erzielen. Bei Organen mit hohem Ferment- und 
entsprechend hohem Salzgehalt wird im allgemeinen bei nied- 
riger Temperatur derselbe Endeffekt erzielt wie bei hoher 
(Tab. VII und VIII). Ist der Salzgehalt ein besonders hoher. 
so kann sogar bei niederer Temperatur ein gréBerer Effekt 
erzielt werden als bei hoher. (Es wire an die Méglichkeit zu 
denken, da®8 durch die hohe Salzkonzentration bei hoher 
Temperatur bereits eine Schadigung des EiweiBes erfolgt.) 


Besonders instruktiv gestaltete sich fiir die Frage der 
Temperaturoptima der in Tab. XVI wiedergegebene Versuch. 
Es wurden 8 vollkommen gleiche Versuche angestellt und 4 
davon bei 15°, 4 bei 37° durchgefiihrt. Je ein Versuch wurde 
immer nach 3 Stunden unterbrochen und die bereits erzielte 
Fermentleistung bestimmt. Es zeigte sich dabei, daB von den 
7 Rébrchen des Versuches bei 15° nach 3 Stunden nur 1 
zersetzt war, nach 6 Stunden waren 5 an der Grenze, nach 
9 Stunden waren die 7 ersten fast zersetzt, und damit war 
nahezu das Maximum erreicht, denn nach 24 Stunden waren 
nur um 1 Réhrchen mehr zersetzt als nach 9 Stunden. 


1) O. Polimanti, Untersuchungen iiber die Topographie der En- 
zyme im Magen-Darmrohr der Fische. Diese Zeitschr. 38, 117, 1912. 
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Bei 37° dagegen war bereits in den ersten 3 Stunden 
nahezu das Maximum erreicht, das sich auch nach 6 und 
9 Stunden nicht anderte. Nach 24 Stunden war nur 1 Réhrchen 
mehr zersetzt. Die Gesamtleistung bei 37° war aber sogar 
etwas geringer als bei 15°. 

DaB das Temperaturoptimum im allgemeinen von der 
Konzentration der Fermentleistung abhaingig und nicht etwa 
durch andere Unterschiede zwischen Kalt- und Warmbliitern 
bedingt ist, das beweist das gleiche Verhalten des mensch 
lichen Speichels. 

10 cem Menschenspeichel werden auf 1 Liter mit de- 
stilliertem Wasser verdiinnt. Mit dieser Fermentlésung wird 
ein Versuch analog den friiheren durchgefiihrt, und zwar bei 
12, 15 und 37°. Der Effekt war der gleiche wie in dem oben 
beschriebenen mit der Aplysialeber. Auch hier war bei hoéherer 
Temperatur der Endeffekt friiher eingetreten als bei niedriger, 
doch war die Gesamtleistung des Fermentes in allen drei 
Temperaturgraden dieselbe. 

Wenn wir alle diese Versuche iiber die Bedeutung der 
Temperaturanderung fiir die diastatische Leistung iiberblicken, 
so ergibt sich daraus, daB durch eine héhere Konzentration 
eines Fermentes im allgemeinen dasselbe wie durch hohe Tempe- 
ratur erreichen kann. Diese Beobachtung erklart auch das 
eingangs erwahnte verschiedenartige Verhalten von Kalt- und 
Warmbliiterorganen hinsichtlich ihrer diastatischen Kraft und 
zeigt auch, daB durch héhere Konzentration der Fermente bei 
den Poikilothermen in funktioneller Beziehung ein Ersatz ge- 
schaffen ist fiir die durch niedere Temperatur herabgesetzte 


Energie. 


Zusammenfassung. 


Die Menge der Salzmolekiile, die eine inaktive Diastase- 
lésung ad maximum reaktivieren kann, ist direkt proportioniert 
der Fermentmenge. Diese Erfahrung erméglicht es, den Fer- 
mentgehalt einer Lésung, bzw. eines Organs genau abzuschatzen. 
Zu diesem Zwecke wird das Organ getrocknet, von diesem 
5°/,ige Plasmen hergestellt und dieselben durch Dialyse 
volistandig inaktiviert. Durch Zusatz steigender Mengen 
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von NaCl la4Bt sich ein Punkt der Fermentwirkung erreichen, 
der viel héher gelegen ist als der physiologische Wert und der 
auch bei weiterem Salzzusatz nicht mehr ansteigt. Wird durch 
weiteren Salzzusatz nicht nur die Salzmenge, sondern auch die 
Salzkonzentration erhéht, so erfolgt Schidigung des Ferments. 
Dieselbe wird aufgehoben, wenn die Lésung verdiinnt wird. 

Vergleichende Untersuchungen zwischen Kalt- und Warm- 
bliitern ergaben, daB gleichnamige Organe der ersteren im all- 
gemeinen konzentriertere Diastasemengen enthalten als die der 
letzteren. Von Seetieren wurden Avertebraten, Selachier und 
Teleostier untersucht. Avertebraten, deren KoOrperfliissigkeit 
dem Seewasser isotonisch ist, besitzen den weitaus héchsten 
Diastasegehalt. Bei Selachiern, bei denen die Konzentration 
des Blutes wohl auch dem Seewasser isotonisch ist, bei denen 
aber die Isotonie durch Salz und Harnstoff hergestellt wird, 
ist der absolute Diastasegehalt bedeutend geringer; jedoch auch 
dem Harnstoff kommt bei der Aktivierung der Diastase dieser 
Tiere eine deutliche unterstiitzende Fahigkeit zu. 

Hinsichtlich des Einflusses der Temperatur auf verschieden 
konzentrierte Diastaselésungen ergaben die Versuche, dal so- 
wohl Kalt- als auch Warmbliiterdiastase ohne Unterschied der 
Konzentration bei héherer Temperatur im allgemeinen besser 
wirken. Die absolute Leistungsfahigkeit ist aber von der Fer- 
mentmenge abhingig, so da8 durch fermentreiche Lésungen bei 
niederer Temperatur dasselbe erreicht werden kann wie durch 
fermentarmere Lésungen bei héherer Temperatur. 

Die Fermentleistung kann modifiziert werden, durch die 
Menge des Ferments, die Menge des Substrats, durch die 
Menge der aktivierenden Ionen und durch die Temperatur. 
Das Zusammenwirken aller dieser Faktoren ist bis zu einem 
gewissen Grade erforderlich, um iiberhaupt die Fermentwirkung 
sichtbar zu machen, doch kann eine Anderung des quantita- 
tiven Verhiltnisses derselben zueinander auch quantitative 
Anderungen der Fermentwirkung zufolge haben. 


Neapel-Prag, Mai 1912. 
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Experimenteller Teil, 
Tabelle L. 
Die Lebern von 8 Fréschen werden bei Zimmertemperatur im Ventila- 
tor getrocknet, Filtrat einer 5°/,igen Suspension. Jedes Réhrchen 
wird ebenso wie in allen weiteren Versuchen mit 5 ccm einer 0,5°/,igen 
Starkelésung beschickt. 
Versuchsdauer: 6" bei 20° geschiittelt. 





Ferment- 
menge 


3,00 + 
1,88 + 
1,17 limes 
0,73 — 
0.46 it 
0,29 — 
0,18 in 








1 = 53 


Tabelle I. 


Menschenleber 3" post mortem. Trockenpulver. 5°/,ige Suspension. 
Versuchsdauer: 6" bei 20° geschiittelt. 





Ferment- 
menge 


3,00 _ 
1,88 ns 
1,17 _— 
0,73 a 
0,46 — 
0,29 ‘hie 
0,18 aie 


De: =O 
Tabelle III. 


Frosch- und Menschenleberplasma wie in Tabelle I und II. 
Versuchsdauer: 6" bei 30° geschiittelt. 

















Fermentmenge | Froschleber | — 
3,00 + + 
1,88 7s + 
1,17 limes limes 
0.73 a - 
0,46 a = 
0,29 _— ps 
0,18 7 “2 
pD?*= 53 D30°— 53 
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Tabelle IV. 


Kaninchenleberplasma 5°/,. 


Versuchsdauer: 24" bei 12°, bzw. 37°, dfters umgeschiittelt 





Fermentmenge 


3.00 
1,88 
1,17 
0,73 
0,46 
0,29 
0,18 


bei 12° bei 37° 





Seyllium catulus Leberplasma 5°/o. 





12° 
Dean = 


Tabelle V. 


Gleiche Bedingungen wie in 
Tabelle IV. 








! 
Fermentmenge bei 12° | bei 37° 
8,00 — + 
1,88 — limes 
1,17 _— jie 
0,73 — = 
0,46 —_ dain 
0,29 _— onae 
0.18 — a= 
12° 37° »2 
Dogn Doan od 





Tabelle VL. 


Kaninchenleberplasma dialysiert -+- steigender Zusatz von NaCl. 


Versuchsdauer: 24" bei 37° 6fter geschiittelt. 














Fermentmenge NaCl-Gehalt 

0% | 1% 3°%/o 5% | 10%, 
3,00 limes + + + > 
1,88 — + + + limes 
1,17 —_ + + limes — 
0,73 — limes + _ _— 
0,46 — _— limes —_— — 
0,29 — | atom ams ome om 
0.18 on al re - = 
Dia @ | 86 139 | 58 33 
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Tabelle VII. 


Scyllium catulus. Leberplasma 5°/). Dieselben Bedingungen wie in 
Tabelle VI. 











F NaCl-Gehalt 
ermentmenge ‘ : 
0% | 1% 3% | 5% 10°/9 
3,00 — + + + — 
1,88 a + limes a 
1,17 — limes limes —- |; — 
0,73 — — o—_ a pike 
0,46 - _ —- | —= | = 
0,29 — — —- | — {| - 
0,18 — o — —~ — 
5 % 5858 33 





Tabelle VIII. 
5°/,iges Leberplasma von Kaninchen und Scyllium catulus unter gleichen 
Bedingungen wie in Tabelle VI bzw. VII. 
Dialysiert. Nachher Zusatz von 1°/, NaCl und 2°/, Harnstoff 








Fermentmenge | Kaninchen |Scyllium catulus 
3,00 + + 
1,88 + + 
1,17 limes + 
0,73 . + 
0,46 -- limes 
0,29 — _ 
0,18 _ an 
De 53 139 





Tabelle IX. 
5°/,jiges Leberplasma von Kaninchen und Scyllium dialysiert, nachher 
Zusatz von 1°/, NaCl bzw. 1°/, NaCl +. 2°/, Harnstoff. 
Versuchsdauer: 24° bei 37°, 6fter geschiittelt. 








Kaninchen Scyllium catulus 
Ferment- | _ cent : 
menge + + 
19/, NaCl |19/,NaCl4+2°/,U} 19/, NaCl |19/)NaCl+2°/, U 
3,00 + + + + 
1,88 + + + + 
1,17 + a limes + 
0,73 + + . + 
0,46 limes limes -- limes 
0,29 aw one - _ 
0,18 - i Es 
Do 139 139 53 139 
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Tabelle X. 
Scylliumleberplasma 5°/, dialysiert. 


Versuchsdauer: 24" bei 37°. 











Fermentmenge Suete ven 4 
1°/, NaCl | 1%, NaCl +2, U 
3,0 + + 
2.0 + + 
1,0 limes + 
0.5 —_ + 
Din. 50 > 200 





Tabelle XI. 
Scylliumleberplasma. Gleiche Bedingungen wie in Tabelle X. 


Versuchsdauer: 14° bei 37°. 





Ferment- | Dialysiert, |Dialysiert,dann' Dialysiert, dann 
Dialysiert| dann Zusatz | Zusatz 4 | Zusatz von 
menge |von 3%, NaCl| von 2%, U | 3%/, NaCl+2°/, U 
3,0 — + | ais + 
2,0 — as 2@ + 
1,0 _ < ide eal 
0,5 — _ ~S en 





Tabelle XII. 
: Aplysia limacina. 0,5°/,ige Lebersuspension. 


Versuchsdauer: 24° bei 15 bzw. 37°. 














Fermentmenge | bei 15° bei 37° 
3,00 + + 
1,88 + + 
1,17 + ~ 
0,73 + + 
0,46 limes limes 
0,29 - pam 
0,18 _ _ 

D Dei. = 1389 | pst; —= 1389 
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Tabelle XIII. 


Aplysia limacina. Leberplasma 0,5°/, in Aq. dest. und in Seewasser. 
Versuchsdauer: 24" bei 37 bzw. 15°. 

















Ferment- | Plasma in dest. Wasser Plasma in Seewasser 
menge [ise] are 15° ae 
ao 

3,0 + + + 7 
2,0 + + + + 
1,0 + | + + | + 
0,5 limes | + + | + 
0,1 -- limes + + 
p15! = 1000 | p87" = 2000 | pi5°— > 10000, p87? — > 10000 








Tabelle XIV. 


Aplysia limacina. Leberplasma 0,5°/, dialysiert. Zusatz aufsteigender 
Mengen von Kochsalz. 


Versuchsdauer: 24" bei 15°. 














: NaCl-Gehaltplasma vor Zusatz der Starkelésung 
Fermentmenge hidbik 
0% | 1% | 3% | 5%> | 7% | 10% | 20% 
| 
3,00 a1 4 hee oe 1 eS | aed 
1,88 —|+{]+4] + | s | 4 
1,17 —i|/+{]+)+4+4) + | + | + 
0,73 —|+]+)] + + | + + 
0,46 —~{|+/]4+4]+4+{ + | + | + 
0,29 — | limes i we. + + | + 
0,18 — | — | limes | limes + | + | + 
pis %) | 2174 | 3511 | 3511 \> 5556 | > 5556 | > 5556 





Tabelle XV. 


Aplysia punctata. Leberplasma 0,5°/) dialysiert, dann Zusatz ver- 
schiedener Mengen NaCl bei verschiedenen Temperaturen. 


Versuchsdauer: 24°. 
































Ferment 1°, NaCl 5%, NaCl 10°/, NaCl 
menge 1790] 15°| a7e| 12° | 15°| 25°| 12°| 15° | 25° | 37° 
Ra Fo _ | A a f. | Fa 
— ee = 
8,00 +/+ / +e (+) +7+)] + 1] + 1 + 
1,88 +/+) +i 4+/+/+ 14+] + + | + 
1,17 +/+) +t) +i ++] + + | + 
0,73 +/+) +e / t+) +it+] + + | + 
0,46 +/+) +ie]/ +/+ ),+] + + | + 
0,29 limes |limes limes limes) + | + limes, + + + 
0,18 — | — | — | — |limesjlimes | + + j|limes 
D 24 = |2174/2174/2174]2174/ 3511 3511]2174|> 5556 > 5556, 3511 
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Tabelle XVI. 


Leberplasma dialysiert 0,5°/o. 
NaCl zu 4°/o. 





Hierauf Zusatz von 


Versuch bei 15 und 37° zu verschiedenen Zeiten abgebrochen. 





Temperatur 15° 


Temperatur 37° 





Ferment- — 
menge Abgebrochen nach Abgebrochen nach 
3” 6 | g» 24» 2 | @ ge 24» 

——_— a — T — r — — 7 — — — = T — 
3,00 + _ oe ea + + + + 
1,88 limes limes + | + + + + + 
1,17 - + | + + + + + 
0,73 — - + + + | + + | + 
0,46 — - + | + limes | limes | limes | + 
0,29 — — limes + — — | ' limes 
0,18 = — —- | limes} — — }j— -- 











Das erste Rébrchen | Réhrehen Réhrchen | 15° 


ist bereits zersetzt, |2—5 eben | 1—5eben |" $511 
2—5sindwohlnoch; ander | positiv | 
blau, zeigen aber be-| Grenze vor- 
reits deutlich, daB | wiegend 
Starke hydrolysiert | Erythro- 
wurde dextrin 


Tabelle XVII. 


Labrus festivus. 
nach 24°, 


Die positiven Réhrchen 
bleiben auf Jodzusatz voll- 
kommen farblos 


37°® 


| Dogu 
2174 


; geen 
De | De | Di 
= 1389|= 1389]}= 1389 





Lebersuspension 5°/, und 0,5°/jiges Plasma 


Versuchsdauer: 24" bei 15 und 37°. 














Lebersuspension 5°/, Leberplasma 
Fermentmenge frisch nach 24" abzentrifugiert 
15° 37° 37° 
—— — z= —— jah — —_ 

3,00 + + + 
1,88 + + + 

1,17 = oo limes 
0,73 - + ~- 
0,46 + | + — 
0,29 + + ens 
0,18 limes limes - 
p37," 15° 351 351 532 
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Tabelle XVIII. 


Pflanzendiastase in 0,1°/,iger Lésung. 








Fermentmenge Nativ Dialysiert Dialysiert + 1°/, NaCl 
3,00 + + 
1,88 + Bee + 
1,17 + ee + 
0,73 + _ + 
0,46 + _ limes 
0,29 + — i i 
0,18 + ‘ dim 
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Untersuchungen fiber den Inulinstoffwechsel bei 
Cichorium Intybus L. (Zichorie). 


II, Entstehung und Speicherung des Inulins, 
Von 


V. Grafe und V. Vouk. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der k. k. Universitét in Wien. 
Nr. 48 der zweiten Folge.) 
(Hingegangen am 11. November 1912.) 


Mit 1 Tafel. 


In unserer ersten, diesem Gegenstande gewidmeten Mit- 
teilung') haben wir der Vermutung Ausdruck gegeben, daB 
Inulin schon bei der Kohlensaureassimilation der Zichorie 
gebildet werde und nicht erst durch Kondensation von in die 
Wurzel abgeleiteten Monosaccharids. 

Die in der vorliegenden Abhandlung beschriebenen Ver- 
suche waren in erster Linie der definitiven Erledigung dieser 
Frage und den weiteren Schicksalen des Inulins gewidmet. Bei 
der Beschaffung des Materials wurden wir in dankenswerter 
Weise wieder durch die Firma Heinr. Franck Séhne, Linz a. D., 
unterstiitzt, indem die Genannten uns fiir diese Versuche die 
Freilandpflanzen ihrer Kulturen in Agram und Mosonszentjanos 
(Ungarn) zur Verfiigung stellten, womit naturgemaB in dieser 
Frage einwandfreiere Resultate erzielt werden konnten als mit 
Gewachshauspflanzen *). 

Das als Trockensubstanz verarbeitete Material wurde von 
dem einen von uns auf den Agramer Versuchsfeldern der 








1) Diese Zeitschr. 43, 424, 1912. 

2) Ein in der biologischen Versuchsanstalt in Wien angelegtes Beet 
mit Zichorienpflanzen diente uns zur bequemen Nachpriifung der Ver- 
suchsergebnisse. 
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Firma Heinr. Franck Séhne zu bestimmten Tageszeiten ge- 
sammelt und sofort weiterverarbeitet. Die aus der Erde ge- 
hobenen Pflanzen wurden mit der Schere in Wurzel und 
Blatter getrennt und bei den letzteren noch eine Teilung in 
Blattspreiten einerseits, in die Mittelrippe und den kurzen 
Blattstiel andererseits vorgenommen. Wurzel und Blatteile 
wurden mdglichst klein zerschnitten und jedes fiir sich zunachst 
am Sandbade unter bestindigem Bewegen mit dem Glasstabe 
bei 80 bis 100° und dann andauernd am Wasserbade so lange 
getrocknet, bis die Substanz sich mittels einer Miihle fein 
pulverisieren lieB. Es wurde jederzeit darauf Riicksicht ge- 
nommen, die Pflanzen nur nach schénen, sonnigwarmen Tagen 
zu ernten, wenn eine ausgiebige Assimilationstatigkeit an- 
genommen werden konnte. Gleichzeitig mit der Herstellung 
des Trockenmaterials wurde ein Teil der Ernte fiir die spitere 
mikroskopische Untersuchung in starken Alkohol eingelegt. 
In dem Wurzelmaterial wurde bei dem wochenlangen Stehen 
das Inulin als weiBer Bodensatz gefallt, der um so starker 
ausfiel, je spaiter innerhalb der Jahreszeit die Wurzel geerntet 
war, wodurch sich schon rein duBerlich die fortschreitende 
Anreicherung des Inulins in der Wurzel zeigte. Von jeder 
Versuchsserie wurden stets mehrere Parallelversuche durch- 
gefiihrt, die untereinander vollig befriedigend tibereinstimmten} 
die mitgeteilten Ziffern sind Mittelwerte. 


3. Versuch. 


Zichorienanbau (Magdeburger Samen) vom 11. Juni 1912 
des Agramer Versuchsfeldes. Geerntet am 13. August um 
4 Uhr nachmittags. Das trockene, fein zerriebene Material 
wurde 1 Stunde am kochenden Wasserbad nach Zugabe von 
etwas CaCO, zur Neutralisation etwaiger Pflanzensauren extrahiert; 
der lichtbraune Extrakt abgesogen, mit Bleiacetat gefiallt, durch 
verdiinnte Schwefelsiure entbleit und in einer bestimmten 
Menge der mit fester Soda neutralisierten Fliissigkeit der 
Zucker nach I. Bang ebenso, wie in der vorhergehenden Mit- 
teilung beschrieben ist, bestimmt. Ein anderer Teil wurde 
mit Salzséure (20 ccm konz. HCl auf 100 ccm Fliissigkeit) durch 
1/, stiindiges Kochen hydrolysiert und im Hydrolysat der aus 
Inulin entstandene reduzierende Zucker gefunden, woraus sich 
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durch Abziehen des vor der Hydrolyse vorhanden gewesenen 
Zuckers und Multiplikation mit dem zugehérigen Faktor die 
Menge des Inulins ergab. Die Analyse ergab: 


Reduzierender Zucker {nulin 

°/o °%g 

1. Blattspreiten. . . 2,9 2,9 
2. Mittelrippe. .. . 9,4 4,24 
BS Were. ks ws eh t# SO 48.9 


Die Identitat des reduzierenden Zuckers mit Lavulose 
wurde wieder nach Sieben bestimmt; nach 3 stiindigem Kochen 
mit Salzsiure konnte das Vorhandensein von reduzierendem 
Zucker nicht mehr festgestellt werden; da nun durch diese 
Operation wohl die ganze Livulose, in kaum nennenswerter 
Weise dagegen die Dextrose zerstért werden soll (s. dagegen 
die Einwainde von Herzfeld, Wichmann, Dammiiller’). 
erscheint der SchluB gerechtfertigt, daB der von uns gefundene 
reduzierende Zucker nur Livulose, demnach als Poly- 
saccharid nur Inulin vorhanden war. Ein absolut ver- 
laBliches quantitatives Verfahren, um Dextrose neben Livulose 
nachzuweisen, existiert leider nicht, aber selbst bei Beriick- 
sichtigung der méglichen Fehlerquellen der Siebenschen 
Methode kann man sicherlich nicht von erheblichen Mengen 
Stiirke im Assimilationsgewebe der Blatter sprechen, wenn 
man iiberhaupt solche annehmen will. Die mikroskopische 
Stirkeprobe der mit Jod-Chloralhydrat behandelten, in Alkohol 
konservierten Blatter, zeigt nimlich stirkeaihnliche Einschliisse 
der Chloroplasten, die sich mit Jod braun (mit einem Stich 
ins Blaue) fairben, aber nicht die typische Blaufairbung 
der gewéhnlichen Stiairkereaktion zeigen. Auch makro- 
skopisch konnte im Extrakte mit Jod keine Stiarkefarbung 
erhalten werden. Dazu kommt noch, da8 in Schnitten der 
Wurzel auch unter dem Mikroskope keine stiarke- 
ahnlichen Gebilde beobachtet werden kénnen, sondern 
ausschlieBlich dicht gelagerte Inulinsphiarite und -schollen, wah- 
rend man doch annehmen miiBte, daB auch in der Wurzel eine 
Wiederkondensation des wandernden Zuckers zu Stiirke neben 
jener zu Inulin eintritt, wenn man sich nicht eine Umwandlung 


1) E. v. Lippmann, Die Chemie der Zuckerarten L., 8. 895. 
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der Staérkedextrose in Lavulose wahrend der Wanderung vor- 
stellen will. 

Wie dem auch sein mége, durch den vorgenannten 
Befund ist das Auftreten von relativ so erheblichen 
Mengen Inulin in den Blattspreiten sichergestellt, daB 
nunmehr dessen Entstehung als Kondensationsprodukt 
bei der Kohlensiureassimilation als Tatsache ge- 
nommen werden kann. Natiirlich kann man hier nicht so 
enge Beziehungen zum Chloroplasten erwarten, wie sie die 
Starke auszeichnen, denn Inulin ist im Zellsaft léslich und 
andrerseits doch nicht in so groBer Menge vorhanden, daB man 
seine Ausfallung in Sphariten durch Alkohol ersichtlich machen 
kénnte. Dies gelingt erst, wie spater am Beispiel der Mittel- 
rippe gezeigt werden wird, bei einem Mindestgehalt von 
iiber 4°/, Inulin. Bemerkenswert ist die Gleichheit der Be- 
trige von red. Zucker und Inulin, die wohl darauf zuriick- 
zufiihren ist, daB sich einerseits bei fortdauernder Zuckerbildung 
durch Assimilationstatigkeit das Gleichgewicht Lavulose—Inulin 
sehr schnell einstellt, andrerseits durch bestandige Verwandlung 
des Polysaccharids in Lavulose zum Zwecke der Ableitung fiir 
die Konstanz dieses Gleichgewichtes gesorgt wird. 

Um die so gewonnenen Ergebnisse durch Versuche mit 
frischem Pflanzenmaterial zu ergiinzen, wurden frische, aus- 
gewachsene Blatter um 3'/," p.m. an einem schénen sonnigen 
Herbsttag gesammelt (Versuchsfeld in Mosonszentjanos), samt 
den Blattstielen zerschnitten und 500 g derselben an Ort und 
Stelle durch Kochen mit 1850 cem Wasser extrahiert und der 
Extrakt auf reduzierenden Zucker und Inulin gepriift. 

Auf Lebendgewicht bezogen ergab die Analyse 1,16°/, 
Lavulose und 1,25°/, Inulin, so da®B auch hier die beiden Werte 
gleich hoch befunden wurden. Das Vorhandensein von Inulin 
in Blattern wird iibrigens schon von G. Kraus’) fiir Selliera 
radicans, von H. Fischer*) fiir Ligularia Kampferi, Hertia 
crassifolia, Petasites nivens und officinalis angegeben. Mit 
unserem Befund von Inulin in den Blattern der 


1) G. Kraus, Das Inulin-Vorkommen auBerhalb der Kompositen 
Botan. Zeitg. 35, 329, 1877. 

2) H. Fischer, Uber Inulin, sein Verhalten auBerhalb und inner- 
halb der Pflanze. Cohns Beitrage z. Biol. d. Pflanzen 8, 92, 1902. 











324 V. Grafe und V. Vouk: 


Zichorie als Resultat der Kohlensaureassimilation ist 
gezeigt, daB Inulin nicht nur in den Reservestoff- 
behaltern fiir die Zwecke der Speicherung erzeugt, 
sondern direkt bei der Stoffneubildung in den Assi- 
milationsorganen der Pflanze gebildet wird. Einen ganz 
analogen Fall beschreibt A. Mayer’) in der Darstellung seiner 
aiuBerst eingehenden Versuche, die sich auf die Assimilations- 
produkte der Laubblatter angiospermer Pflanzen bezogen. Der 
genannte Autor fand in den Blattern von Yucca filamentosa 
als Resultat der Assimilationstatigkeit neben Lavulose einen 
nicht reduzierenden Zucker, der bei der Hydrolyse Lavulose 
gab und dessen Identitét mit Sinistrin festgestellt wurde. 
»in der Tat enthalten die Blatter von Yucca so reichlich 
Sinistrin, daB wir annehmen miissen, es werde transitorisch in 
den Yuccablittern als Reservestoff gespeichert. Die Tatsachen 
zeigen uns, daB je nach den Verhiltnissen beim Assimilations- 
prozesse das eine Mal direkt Starke, das andere Mal direkt 
Zucker entsteht, keinesfalls aber darf Starke als ein stets 
auftretendes Glied im Assimilationsprozesse angesehen werden, 
da wir in allen Fillen bei kiinstlicher Spaltung der Starke 
durch Fermente oder Sauren Dextrose entstehen sehen und 
das Auffinden von Liévulose in den Blattern von Allium 
porrum beweist, daB hier keine Starke vor der Livulose und 
als Muttersubstanz derselben vorhanden gewesen sein kann.“ 
Nun ist Sinistrin eines jener Polysaccharide, die, noch wenig 
untersucht, dem Inulin sehr nahe stehen und zu diesem viel- 
leicht dieselbe Stellung einnehmen wie die Dextrine zur Starke. 
Sie alle liefern bei der Hydrolyse mehr oder weniger leicht 
Lavulose, daneben aber auch, wie iibrigens nach neueren 
Forschungen auch das Inulin, in geringer Menge Dextrose. 
Wie weit diese Dextrosegruppen im Molekiil des Inulins und 
seiner hochmolekularen Abbauprodukte vorgebildet sind oder 
ob sie sich erst sekundir gemiB der von Lobry de Bruyn 
und van Ekenstein studierten leichten Umwandelbarkeit der 
beiden genannten Monosen ineinander aus der primar ent- 
standenen Liavulose bilden, kann wohl kaum entschieden werden. 
Méglicherweise haben wir es hier mit physiologischen 

1) A. Mayer, Uber die Assimilationsprodukte der Laubblatter 
angiospermer Pflanzen. Botan. Zeitg. 43, 488, 1885. 
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und chemischen Ubergangsgliedern von Inulin zu 
Starke zu tun. Das wiirde auch das Auftreten der stirke- 
ahnlichen Gebilde erklaren, die schon Prantl') beschreibt und 
die mit Jod wohl eine Farbung geben, die aber doch von der 
typischen Stairkereaktion abweicht. Man beobachtet diese 
Farbung mit Jod, wie spiter noch darzulegen, an mikro- 
skopischen Schnitten, wihrend es uns nie gelang, in Blatt- 
extrakten makrochemisch mit Jod eine andere als eine Braun- 
farbung zu erlangen. Tatsichlich sprechen manche Autoren 
wie H. Fischer diese Kérper als gewoéhnliche Starke an, 
wenn er von ihnen sagt, daB ,,die Wanderung der Assimilations- 
produkte nach den Stiatten der Speicherung sich in der Weise 
volizieht, daB wohl iiberall schon in den Blattern aus Dextrose 
— die sich bei ausgiebiger Assimilation in den Chlorophyll- 
kérnern als Starke niederschlagen kann — Léavulose gebildet 
wird, die entweder schon im Blattparenchym oder in den 
Blattnerven, im Blattstiel oder in héheren oder tieferen Regionen 
des Stammes ... sich zu Inulin kondensiert**). Ein unerwartetes 
Resultat ergab die Priifung jener Blatter, die um 5 Uhr friih 
gesammelt worden waren, in denen man also nach Analogie 
der Blatter bei Starkepflanzen eine nichtliche Auswanderung 
des Inulins hatte annehmen kénnen. 
1. Versuch. 


Aussaat vom 12. Mai, Agramer Versuchsfeld, Ernte am 
7. August 1912 um 5 Uhr friih. Die Analyse ergab: 


Lavulose Inulin 

°/o °/o 

1. Blattspreite . . . 2,8 3,0 
2. Mittelrippe ... 9,8 3,7 
8. Wersel ..... O91 52,3 


4. Versuch. 
Aussaat vom 11. Juni 1912, Agramer Versuchsfeld, Ernte 
am 14. August 1912 um 5 Uhr friih. Die Analyse ergab: 


Lavulose Inulin 

%o */o 

1. Blattspreite . . . 2,48 2,8 
2. Mittelrippe .. . 9,68 3,47 


1) K. Prantl, Das Inulin, Miinchen 1870. 
%) H. Fischer, 1. c., 8. 98. 
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Es ergibt sich also auch bei den am Morgen gesam- 
melten Blattern nicht nur eine erhebliche Menge Inulin, 
sondern auch wie bei den Tagesblittern das Gleichgewichts- 
verhaltnis zwischen Livulose und Inulin. Hier tritt der physio- 
logische Unterschied zwischen Starke und Inulin deutlich her- 
vor. Wéahrend die unlésliche Starke sich anhiufen kann und 
so aus dem Druckgetriebe der Zelle ausscheidet, zum Auswandern 
erst der Hydrolyse bedarf, vermag das Inulin offenbar als 
lésliches und — wenn auch in nicht sehr bedeutendem MaBe 
(Inulin wandert nach A. Meyer, 1 c., ca. 20mal langsamer 
durch Pergamentpapier als Lavulose, wodurch freilich keine 
Analogie mit den Diffusionsverhiltnissen der lebenden Zelle 
geschaffen ist) — diffusibles Kohlenhydrat sofort nach seiner Ent- 
stehung abzustrémen, wodurch nach dem Massenwirkungsgesetz 
die Bildung neuen Inulins unter Wahrung des Gleichgewichtes 
Lavulose-Inulin erméglicht wird. Trotzdem miiBte aber, da ja 
wahrend der Nacht kein neuer Zucker gebildet wird, wenig- 
stens eine Verminderung des Inulins in den Morgenblattern 
gegeniiber den Tagesbliattern festzustellen sein. Da dies nicht 
der Fall ist, liegt der Gedanke nahe, es méchte die Ableitung 
der Assimilations-Kohlenhydrate wahrend der Nacht iiberhaupt 
eingeschrankt oder sistiert sein. Auf die Bedeutung des Lichtes 
fiir die Permeabilitét hat ja kiirzlich A. Tréndle’) aufmerk- 
sam gemacht, und unsere vorlaufigen Versuche mit Starke- 
pflanzen lassen tatsichlich diese Méglicheit zu; sie sollen im 
Frihling, wenn die Lichtverhiltnisse eine ausgiebige Assimi- 
lationstatigkeit erméglichen, mit Freilandpflanzen durchgefihrt 
werden. Bisher hat man lediglich aus dem negativen Befunde 
mit der Jod-Starkereaktion am Morgen auf eine nachtliche Aus- 
wanderung der Starke aus den Blattern geschlossen, Zucker- 
analysen sind aber bisher kaum jemals mit Beriicksichtigung 
von Tageszeit, Temperatur, Licht usw. durchgefiihrt worden’), 
so daB es nicht ausgeschlossen erscheint, daB bei Nacht wohl 
eine Hydrolyse der Starke stattfindet, so daB diese am Morgen 
nicht entdeckt werden kann, da® aber dafiir noch die aqui- 
valente Menge reduzierten Zuckers im Blatte vorliegt. 





1) A. Tréndle, Der EinfluB des Lichtes auf die Permeabilitaét der 
Plasmahaut. Jahrb. f. wiss. Botan. 48, 175, 1910. 
2) Siehe Czapek, Biochemie d. Pflanzen L., S. 390. 
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Die vorgenannten Diffusionsverhaltnisse und die nicht 
unbetrachtlichen Inulinmengen in den Blattnerven lassen durch- 
aus die Méglichkeit zu, daB das Inulin als solches wan- 
dert, immerhin aber deutet das Vorwiegen von Livulose in 
den Mittelrippen darauf hin, da als Wanderungsform des 
Inulins die Monose auftritt, wobei es lokal zu teilweiser Wieder- 
kondensation kommt. Vergleichende Plasmolyseversuche, die 
wir mit Lavulose und Inulin an Elodea- und Cichoriumzellen 
anstellten, scheiterten an dem Umstand, daB Inulin in kaltem 
Wasser héchstens im Verhaltnis 1:10000 léslich ist, in welcher 
Verdiinnung es natiirlich glatt endosmiert. 

Bemerkenswert ist die fortschreitende Fiillung des Reserve- 
stoffbehalters, der Wurzel, mit Inulin, parallel mit dem Fort- 
schreiten der Vegetationsperiode, wobei sich ebenso gleichmabig 
die Quantitaét des reduzierendes Zuckers vermindert, indem 
dieser ebenfalls bis auf einen Gleichgewichtsrest der Kon- 
densation zu Inulin unterliegt. Bevor das Material zur Priifung 
auf Kohlenhydrate extrahiert wurde, unterwarfen wir es einer 
Extraktion mit absolutem Ather; wenn auch die gewonnenen 
Gewichtezahlen natiirlich nicht nur auf Fett bezogen werden 
kénnen, so seien sie in der folgenden Tabelle mitgeteilt, die 
einige Mittelwerte aus unseren Versuchen enthalt: 





In ° Mittelrippe 

Te 2 Blattspreiten und Blattstiel Wurzel 
der Trocken- 

substanz morg. abds. morg. abds. 55 62 74 = 85 120 ** 
Livulose . 2.64 2.9 9.8 9,4 43 3.4 2,7 09 4,94 
Inulin . 2.9 2.9 3.7 4,24 21.4 30.6 48,9 52,29 60,85 
Atherlés- 

liches. 2,2 3.95 2.0 2,93 2.2 1.2 1,1 0,91 0,31 


Es sei noch erwahnt, daB die Zichorienwurzeln, hdéchst- 
wahrscheinlich im Milchsaft, ein Chromogen enthalten, das sich 
beim Stehen der zerschnittenen Wurzel an der Luft prachtvoll 
lachsrot farbt, wahrend bei der Chloroformautolyse diese Farbung 
nicht eintritt’), Aus der vorstehenden Tabelle geht hervor, daB 


1) Diese Methode hat bekanntlich zur Hervorrufung des Farbstoffes 
aus dem Chromogen mit Erfolg H. Molisch (Uber das Vorkommen von 
Indican im Chlorophyllkorn der Indicanpflanzen) beim Indicannachweis 
und Nachweis anderer Farbstoffe verwendet. Ber. d. Deutsch. botan 
Ges. 17, 228, 1899; 19. 149, 1901. 
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mit fortschreitender Wurzelentwicklung der Gehalt an reduzie- 
rendem Zucker nicht fortdauernd auf Kosten der Inulinzunahme 
absinkt, sondern im Gegenteil in der ausgereiften Wurzel, wenn 
deren Inulinbestand sein Maximum erreicht hat, wieder zu- 
nimmt, indem offenbar der riickliufige ProzeB des Inulin- 
abbaues nach Uberschreitung eines gewissen Gleichgewichts- 
Status einsetzt. 

Wenn im Vorhergehenden der reduzierende Zucker stets 
als Livulose bezeichnet wurde, soweit er bei der Hydrolyse 
des Inulins entstand, so ist das nicht absolut zutreffend, da 
bei diesem ProzeB nach neueren Untersuchungen’) neben Lavu- 
lose auch Dextrose im Verhaltnis 12:1 entsteht. Namentlich mit 
Riicksicht auf den vorerwahnten Befund der dextrinartigen 
Gehilde in der Zelle war es von Interesse, das Verhaltnis dieser 
beiden Monosen im Hydrolysat festzustellen. 

25 g Trockensubstanz aus den gemahlenen Blattspreiten 
(Anbau vom 11. Juni 1912, Ernte vom 13. August 1912, 4 Uhr 
nachmittags, Agramer Versuchsfeld) wurden in der gewohn- 
lichen Weise entfettet, extrahiert, mit Bleiacetat gefallt, ent- 
bleit und mit Soda neutralisiert. Der Siebenschen Zerstorungs- 
probe durch 3stiindiges Kochen mit 6fach normaler Salzsaure 
unterworfen, ergab sich ein verbleibender Zuckergehalt von 
0.0562 g Zucker, der also, nachdem durch diese Kochdauer 
simtliche Lavulose zerstért sein muBte, Dextrose war. 
Da in diesem Material nach dem friiheren Befunde 2.9°), 
Inulin vorhanden ist, das auf Lavulose umgerechnet den Be- 
trag von 797,5 mg ergibt, so zeigt sich, wenn man fiir die 
Inulinhydrolyse das konstatierte Verhiltnis 12:1 zugrunde legt, 
daB nach der Zerstérung der Liavulose 61,3 mg Dextrose vor- 
handen sein mii®ten, wihrend tatsichlich nur 56,2 mg vor- 
handen sind. Daraus geht einerseits hervor, daB bei der 
Siebenschen Methode neben der Livulose auch eine Spur 
Dextrose mitzerstért wird (der erwaihnte Nachteil des Verfahrens), 
andererseits, daB der von vornherein auBer dem Inulin in den 
Blattspreiten vorhandene reduzierende Zucker, der sich ja eben- 
falls im Extrakte befinden muBte, durchaus Lavulose war. 


1) C. Tanret, Bull. de la Soc. chimique (3) 9, 227, 1893; J. Wolff, 
Uber die Zusammensetzung und die Untersuchung der Zichorienwurzel. 
Zeitschr. f. Untersuch. d. Nahrungs- u. GenuBm. 3, 599, 1900. 
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Fiir die mikroskopische Analyse wurde das Alkohol- 
material verwendet und auch hier wieder zunichst die Blatter 
untersucht. Hier zeigten sich in den Chlorophyllkérnern als 
Einschliisse feste Kérperchen, die, der Jodprobe unterworfen, 
sich unbestimmt dunkelbraun farbten, jedenfalls nicht die ge- 
wohnliche Blaufarbung der Starke gaben und demnach 
nicht als typische Starke anzusehen sind. Durch Einlegen 
in Alkohol konnte in den Blattspreiten kein Inulin in Sphiriten 
nachgewiesen werden, da hier offenbar die Inulinkonzentration 
fiir diese Probe noch nicht ausreicht. In den GefaBbiindel- 
scheiden zeigten sich ebenfalls die charakteristischen, sich mit 
Jod braun farbenden K6rperchen, wie wir deren Auftreten 
auch schon in den Keimlingen beobachtet und in der ersten 
Mitteilung beschrieben haben. In den Blattstielen zeigen sich 
diese dextrinartigen K6rperchen wieder in der GefaBbiindel- 
scheide (Tafel I, Fig. 1), daneben im Parenchym, wenn auch nur 
in einigen Zellen, mit Alkohol ausfallend, die charakteristischen 
Inulinspharite. In der Wurzel tritt in allen Zellen so massen- 
haft Inulin auf, daB die Zellen damit voll gefiillt sind, die 
Krystalle einander in der Ausbildung hindern und mehr die 
Form von Schollen als von Sphirokrystallen annehmen (Tafel I, 
Fig. 2). 

Als wesentlichstes Ergebnis unserer bisherigen Unter- 
suchung kann man 

1. die festgestellte Tatsache ansehen, da8 Inulin 
nicht nur allein als Speicherungsprodukt, sondern 
schon als ein mit der Kohlensdureassimilationstatig- 
keit der Zichorienpflanze verkniipftes Kohlenhydrat 
erscheint (wobei aber sein Auftreten im Chloroplasten 
natiirlich nicht beobachtet werden kann), da es sich 
makrochemisch in erheblicher Menge in den Blatt- 
parenchymzellen junger Blatter findet und nach- 
weisen laBt; 

2. konnte kein Unterschied im Inulin- und Zucker- 
(Lavulose)-gehalt von am Nachmittag und am Morgen 
gesammelten Blattern konstatiert werden, woraus ge- 
schlossen werden kann, daB die neu gebildeten Kohlen- 
hydrate schon wahrend des Tages bis zur Einstellung 
eines bestimmten Gleichgewichtes zwischen Inulin 
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und Lavulose auswandern. Mitbestimmend fiir dieses Ver- 
halten ist wohl die Tatsache, daB Inulin infolge seiner Dif- 
fusionsfahigkeit durch die lebende Zelle als solches wandert; 
selbstverstandlich tritt dabei infolge der immerhin gegeniiber 
der Liavulose schwerer vor sich gehenden Leitung des Inulins 
dessen bestaindige Hydrolyse in Liavulose und Weiterbewegung 
als solche ein. 

3. Es zeigt sich mit fortschreitender Entwicklung 
der Wurzel eine fortdauernde Anreicherung derselben 
an Inulin, wobei zunachst die Betrige des redu- 
zierenden Zuckers abnehmen, um schlieBlich bei reifen 
Wurzeln sich wieder zu erhéhen, woraus hervorgeht, daB 
diese Vorgiinge der reine Ausdreck von physiologischen Gleich- 
gewichtsverhaltnissen sind. 

Die weiteren Untersuchungen sollen sich mit dem Aus- 
treiben der iiberwinterten Wurzeln und der chemischen Um- 
wandlungen der Reservestoffe beim Austreiben sowie mit den 
stofflichen Verinderungen bei der Samenreifung beschiaftigen. 














Uber die Pentose der Guanylsaure. 
Von 
Kj. 0. af Klercker. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund, 
Schweden.) 


(Eingegangen am 8. November 1912.) 


Die niahere Charakterisierung der Organpentosen hat be- 
sonders wegen der Pentosenausscheidung Interesse gehabt. 
Es lag ja nahe, hier eine Quelle zu vermuten. Wahrend 
die Harnpentose jetzt mit groBer Sicherheit der Arabinose- 
gruppe zugerechnet werden kann, haben die Ansichten 
iiber die nahere Art der Organpentosen sehr divergiert, und 
die Kontroversen hieriiber sind noch nicht abgeschlossen. 
Gegenstand einer naheren Untersuchung in dieser Beziehung 
sind die Pentosen des Pankreasproteids resp. der Guanylsiure, 
des Leberproteids und der Inosinsiure der Muskeln gewesen. 
In Zusammenhang mit meinen eigenen Studien iiber die Pento- 
surie’) wurde ich auch dazu gefiihrt, einige Untersuchungen 
iiber die Pentose der Guanylsiure des Pankreas anzustellen, 
woriiber ich im folgenden berichten will. Zuerst sei jedoch als 
Orientierung ein kurzer Uberblick iiber die friiheren wichtigsten 
diesbeziiglichen Untersuchungen vorausgeschickt, speziell um die 
faktischen Darlegungen, worauf die Autoren ihre jeweilige Auf- 
fassung von der Form der Pankreaspentose begriinden, zu einer 
kritischen Ubersicht zu bringen. 

Die Pankreaspentose wurde bekanntlich schon 1894 von Hammar- 


sten®) mit gréBter Wahrscheinlichkeit als ein Bestandteil eines aus Pan- 
kreas isolierten Nucleoproteids nachgewiesen. Er fand namlich als 


1) Nordiskt med. Arch. Afd. II, Nr. 1 u. 6, 1905. — Arch. f. klin. Med. 


108, 277, 1912. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 19, 18, 1894. 
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Spaltungsprodukt dieses Proteids unter anderem auch einen K6rper, der 
die Tollenssche Phloroglucinreaktion zeigte, Furfurol bei Destillation 
mit HCl lieferte und eine Phenylhydrazinverbindung gab, die bei 159° 
schmolz. Er wies auch auf die eventuelle Bedeutung dieses Befundes 
fiir die Erklarung der Pentosurie hin. Spiter konnte Salkowski?) die 
Pentosennatur des fraglichen K6érpers durch Elementaranalyse des Osa- 
zons bestitigen. Das Osazon wurde auch von ihm polarimetrisch unter- 
sucht. In 0,4°/,iger alkoholischer Lésung schien es optisch inaktiv zu 
sein. Bei gréBerer Konzentration war die Ablesung unméglich. Wegen 
der vollkommenen Ubereinstimmung in physikalischer Hinsicht glaubte 
er auch, mit einer an GewiBheit grenzenden Wahrscheinlichkeit annehmen 
zu kénnen, daB dies aus Pankreas erhaltene Osazon mit dem Harn- 
pentosazon identisch war. 

Einen Schritt weiter bedeutete es, als Bang*) die Pentose als einen Be- 
standteil der von ihm aus dem Pankreasnucleoproteid isolierten Nuclein- 
saiure, der von ihm niaher studierten Guanylséure, nachwies. Unter den 
hydrolytischen Spaltungsprodukten der Guanylsiure konnte er namlich 
Pentose zu ungefahr 30°/, nachweisen. Er machte auch eine polari- 
metrische Untersuchung der wasserigen Lésung nach der Hydrolyse und 
glaubte hierbei eine geringe Rechtsdrehung zu sehen, die jedoch schwach 
war, so daB der Drehungsgrad nicht genau bestimmt werden konnte. 
Er will auch jetzt kein Gewicht mehr auf diese Beobachtung legen. 
(Miindliche Mitteilung.) 

Neuberg®) hat als erster versucht, die Pankreaspentose naher zu 
bestimmen. Als Ausgangsmaterial diente ihm das nach Salkowski 
dargestellte Rohproteid aus Pankreas. Nach der optischen Priifung 
des Osazons, aus dem Hydrolysat zu urteilen, muBte er annehmen, daB 
l-Xylosazon vorlige und daB es sich also um irgendwelche von den drei 
dieses Osazon liefernden Isomeren handeln miiBte. Nach Hydrolyse des 
Proteids mit Bromwasserstoffsiiure stellte er aus der schlieBlich resul- 
tierenden Zuckerlésung durch Oxydation mit Brom eine Pentonsaure dar, 
die er als Brucinsalz isolierte und durch Vergleich mit dem Brucinsalz 
der synthetischen ]-Xylonsiure mit dieser fiir identisch halt. Da es ihm 
auBerdem gelang, die aus dem Brucinsalz regenerierte Séure in das 
charakteristische Cadmiumbromid -Cadmiumdoppelsalz _ tiberzufihren, 
glaubte er hiermit, den Zucker des Pankreasproteids in eindeutiger Weise 
als 1-Xylose gekennzeichnet zu haben. Nachdem Wohlgemuth®) spiter 
die Pentose aus dem Nucleoproteid der Leber auf ganz dieselbe Weise 
ebenfalls als l-Xylose bestimmt hatte und spiter Neuberg und Brahn®) 
nach Hydrolyse der Inosinsiure auch hier eine Pentose erhalten und aus 
ihr ein Pentosazon mit einem auf |-Xylosazon gut stimmenden optischen 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 537, 1899. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 146, 1898/99. 
8) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 1467, 1902. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 477, 1902/03. 
5) Diese Zeitschr. 5, 438, 1907. 
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Verhalten dargestellt hatten, schien die Annahme, daB die Organpentose 
iiberall 1-Xylose sei, sehr an Sicherheit gewonnen zu haben und hiermit 
die Frage nach einem etwaigen Zusammenhang zwischen Harn- und 
Organpentose in verneinendem Sinne entschieden zu sein. 

Diese Auffassung blieb indessen nicht unbestritten. Der Widerspruch 
machte sich zuerst in bezug auf die Pentose der Inosinsiure geltend. 
Hier hatte Neuberg durch die optische Untersuchung des Osazons 
eigentlich auch nur ihre Zugehérigkeit zur Xylosegruppe bestimmt 

Nach Hydrolyse des im Fleischextrakt vorhandenen Inosins konnten 
so Haiser und Wenzel?) bald darauf zeigen, daB hier die Pentose 
selbst linksdrehend war, und insofern dieselbe Pentose in der Inosinsiiure 
vorlige, war hiermit gezeigt worden, daB diese nicht 1-Xylose sein 
konnte. Auf ihre Vermutungen, daB es sich um d-Lyxose handeln sollte, 
braucht nicht weiter eingegangen zu werden, da sie selbst diese Auf- 
fassung jetzt aufgegeben haben, nachdem sie bei Kontrolluntersuchungen 
die Inosinpentose mit synthetischer d-Lyxose nicht identisch fanden®) 
Bedeutend schwieriger ist es, der von Levene und Jakobs in mehreren 
Publikationen verfochtenen Ansicht von der d-Ribosenatur der Organ- 
pentose gerecht zu werden. Auch sie wurden durch ihre Untersuchungen 
von der Inosinsiurepentose zu dieser Auffassung gefiihrt, und in bezug 
auf die Pankreaspentose begriinden sie ihre Ansicht auf vermeintliche 
Ubereinstimmung des Zuckers selbst und ihres p-Bromphenylhydrazons 
mit der Inosinsiurepentose bzw. dem entsprechenden Derivate. Der 
besseren Ubersicht wegen will ich darum auch zunachst ihre Resultate 
in bezug auf die Inosinsiurepentose gesondert fiir sich kurz wiedergeben. 
Diese sind indessen teilweise sehr widersprechend und unklar. Wihrend 
sie namlich zuerst®) nach Hydrolyse der Inosinsiure eire rechts- 
drehende, reduzierende Lésung bekamen, woraus es ihnen iiberhaupt 
nicht gelang, ein Phenylosazon darzustellen, finden wir in einer spaiteren 
Mitteilung die Behauptung, daB die Inosinsiurepentose linksdrehend 
sei*). In der Zwischenzeit®) war es ihnen gelungen, durch Erhitzung 
von inosinsaurem Baryt in neutraler Wasserlésung bei 125 bis 130° im 
zugeschmolzenen Glasrohre einen Hypoxanthinpentosekomplex abzu- 
spalten, den sie je nach der Dauer der Erhitzung mit dem im Fleisch- 
extrakt vorhandenen, bekannten Inosin bzw. Carnin identisch fanden. 
Wahrscheinlich haben sie, obgleich ich dies nirgends direkt erwihnt 
finde, die fragliche Pentose durch Hydrolyse irgendeines dieser K6rper 
erhalten. Die spez. Drehung der Carninpentose wird in anderem Zu- 
sammenhang als — 19,5° angegeben®). 


1) Monatsh. f. Chem. 30, 147 u. 377, zit. nach Malys Jahresber. 39, 
447, 1909. 

2) Monatsh. f. Chem. 31, 357, zit. nach Malys Jahresber. 1910, 70. 
8) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 2703, 1908. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 3247, 1909. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 335, 1909. 

6) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2473, 1909. 
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Hiermit wiirde die Méglichkeit von 1-Xylose wie iiberhaupt jeder 
Zusammenhang mit der 1]-Reihe ausgeschlossen sein. Dagegen konnten 
die Verfasser den Zucker anfangs mit keiner der bekannten Pentosen aus 
der d-Reihe identifizieren. Sie nannten ihn darum Carnose’), Spiter 
haben sie ihn doch, wie erwahnt, als d-Ribose bezeichnet. Ihre Griinde 
hierfiir lassen sich kurz folgendermaBen zusammenfassen. Durch Oxy- 
dation mit Salpetersiure konnten sie das Lacton einer inaktiven Tri- 
oxyglutarsiure bekommen, wie es ja aus der Konfiguration der Ribose 
und der hierbei entstehenden Symmetrie im Molekiil zu erwarten war®); 
sowohl das p-Bromphenylhydrazon®) als das p-Bromphenylosazon*) ver- 
hielten sich als optische Antipoden zu den entsprechenden Verbindungen 
der 1-Ribose resp. zeigten denselben Schmelzpunkt wie diese; endlich soll 
die GréBe der optischen Drehung des Zuckers selbst diesen als Antipoden 
der ]-Ribose charakterisieren?). Hierzu kann nun eingewandt werden, daB es 
sehr fraglich ist, ob 1-Ribose iiberhaupt schon vollig wasserfrei dargestellt 
worden ist und ihre spez. Drehung als definitiv festgestellt angesehen 
werden kann. Wihrend van Ekenstein und Blanksma urspriinglich 
[a]p —-+14° fanden, haben sie in spateren Untersuchungen +- 18,8° 
gefunden und sollen angeblich die Hoffnung hegen, ,durch weitere 
Reinigung der Substanz das Drehungsvermégen steigern zu kénnen* 5). 
Wie weit diese Steigerung gehen werde, léBt sich wohl schwer voraus- 
sagen. Der von ihnen angegebene, in Vergleich mit anderen Zuckern 
ungewohnlich niedrige Schmelzpunkt ihrer 1-Ribose von nur 87° scheint 
nicht gerade fiir einen vdéllig wasserfreien Zustand des Priparates zu 
sprechon. 

SchlieBlich soll nur auf einen, von den Verfassern selbst erwihnten 
und noch nicht aufgeklarten Widerspruch in bezug auf das von ihnen 
hergestellte Phenylhydrazon ihrer Inosinséurepentose erinnert werden. Sie 
fanden nimlich den Schmelzpunkt 27 bis 30° niedriger als den von 
Fischer und Piloty fiir das Ribosephenylhydrazon angegebenen ®). 

Wie gesagt, halten Levene und Jakobs die Pentose in den 
iibrigen Nucleinsauren fiir identisch mit der Inosinsiurepentose und be- 
trachten infolgedessen die d-Ribose als die eigentliche Organpentose. 
Als faktische Unterlage fiir diese Behauptung in bezug auf die uns hier 
zuniichst interessierende Guanylsiurepentose kénnen, soviel ich ersehen 
kann, die Verfasser nur folgende Tatsachen anfiihren. Nach Hydrolyse 
von der Guanylsiure selbst haben sie ein p-Bromphenylhydrazon dar- 
gestellt, von dem sie kategorisch behaupten, daB es sich ,im Schmelz- 
punkte und in der optischen Aktivitét als mit dem Carnose-p-brom- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2102, 1909. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 3248, 1909. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2104, 1909. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 3249, 1909. 

5) Zit. nach Levene und Jakobs, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 
3248, 1909. 

6) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2104, 1909. 
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phenylhydrazon identisch“ zeigte'); weiter wollen sie den Zucker selbst 
rein dargestellt haben. Ihr Ausgangsmaterial war das sog. Guanosin, eine 
krystallinische Guaninpentoseverbindung, die sie nach Erhitzung von 
guanylsaurem Natron in neutraler Losung auf 130 bis 135° im zu- 
geschmolzenen Glasrohre erhielten. Nach Hydrolyse mit H,SO, von 
diesem Guanosin resultierte schlieBlich ein Zuckersirup, der nach Impfung 
mit Carnose (d. h. der Pentose der Inosinsiiure) fest wurde, einen Schmelz- 
punkt von &5° und eine Drehung von — 19,2° zeigte?). 

Wenn nun auch diese Darlegungen sehr fiir die Identitat der 
Guanylsiure- und Inosinsiurepentose sprechen, sind selbstverstindlich 
dieselben Bedenken gegeniiber der Identifizierung der Guanylsiure- 
pentose mit der d-Ribose geltend zu machen, wie in bezug auf die 
Inosinsiurepentose. AuBerdem ist zu bemerken, daB es spiteren Nach- 
untersuchern nicht gelungen ist, des Ausgangsmaterials ihrer Guanylsaure- 
pentose, des Guanosins, iberhaupt habhaft zu werden’). E. Schulze‘) 
hat nun aus gewissen Pflanzen einen Guaninpentosekomplex, das sog. 
Vernin, isoliert, das dem Guanosin fahnlich erscheint; es zeigt in 
alkalischer Lésung dieselbe optische Drehung, liefert bei Hydrolyse mit 
H,SO, einen Zucker, der, im Vakuumexsiccator getrocknet, eine spez. 
Drehung von — 17,7° zeigte. Wenn die Existenz des Guanosins vielleicht 
nicht véllig von der Hand zu weisen ist, scheinen in Anbetracht der 
erérterten Widerspriiche dennoch weitere Kontrolluntersuchungen hier 
unbedingt erforderlich zu sein. 

Gegeniiber Levene und Jakobs hat nun Neuberg®) darauf hin- 
gewiesen, daB er nur den Zucker, der nach Hydrolyse des nach Angabe 
von E. Salkowski dargestellten Pankreasproteids erhalten wird, unter- 
sucht habe, und er meint, daB dieses Produkt I-Xylose ist. Es 
kann sich nur darum handein, ob daneben auch Ribose auftritt.“ Die 
Tatsache, daB wihrend Rewald®) nach Hydrolyse des Pankreas- 
proteids ein p-Bromphenylosazon mit den physikalischen Eigen- 
schaften der entsprechenden 1-Xyloseverbindung darstellen konnte, 
Steudel und Brigl’) dagegen fiir dieselbe Verbindung mit der Pentose 
aus der Guanylsadure einen mit dem d-Arabinose-p-bromphenylosazon 
stimmenden Schmelzpunkt fanden, konnte zunachst dafiir sprechen, daB 
die Lésung in dieser Richtung hin zu suchen wire. Andererseits spricht 
hiergegen die Angabe Levenes und Jakobs§), daB sie nach Hydrolyse 
des Pankreasproteids selbst ein Phenylosazon haben isolieren kénnen, 
das in optischer Hinsicht in Pyridinalkohol nach Neuberg mit dem 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2472, 1909. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2473, 1909. 
3) Steudel und Brig], Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 46 bis 48, 1910. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 128. 
5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2806, 1909. 
6) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 3134, 1909. 
7) Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 48 bis 50, 1910. 
8) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 43, 3147, 1910. 
22* 
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d-Arabinosazon (bzw. d-Ribosazon) ziemlich gut stimmte (0,20 g, 10 ccm 
Pyridinalkoholgemisch, 1 dm-Rohr, Na-Licht, « — —0,94°). 

Aus dieser Ubersicht geht also hervor, daB iiber die nihere 
Art der Organpentose eine vollige Einigung der Autoren bisher 
nicht vorhanden ist, insbesondere nicht in bezug auf die optische 
Drehungsrichtung. Handelt es sich um |-Xylose, mu8 sie selbst- 
verstindlich rechtsdrehend sein, ist sie dagegen d-Ribose, 
muB sie linksdrehend sein, wie es ja auch Levene und 
Jakobs in Ubereinstimmung hiermit fanden. Neuberg hat 
indessen, soviel ich ersehen kann, iiberhaupt keine optische 
Untersuchung der Pentose selbst gemacht. 

Sowohl I-Xylose als d-Ribose geben nun beide linksdrehende 
Phenylosazone, und solche haben sowohl Neuberg als Levene 
und Jakobs aus der Pankreaspentose dargestellt. Die Diver- 
genzen zwischen ihren Beobachtungen betreffen hier nur die 
GréBe dieser Linksdrehung. Wahrend diese niamlich, wie ge- 
sagt, nach Neuberg mit derjenigen des 1-Xylosazons gut 
stimmte, fanden Levene und Jakobs eine gréBere, dem 
d-Arabinosazon (bzw. Ribosazon) niherkommende Drehung. Ge- 
rade diese Divergenzen ihrer Beobachtungen finde ich sehr be- 
merkenswert. Nach der Angabe Neubergs iiber die optische 
Drehung des reinen ]-Xylosazons (— 0° 15’ == 0,25°) und des 
l-Arabinosazons (-++ 1°10’ == 1,17°) ware es ja zu erwarten, daB 
die beidenfalls lavogyren I]-Xylos- und d-Arabinosazone eine so 
bedeutende Differenz in bezug auf ihren optischen Drehungs- 
winkel zeigen wiirden, da sie hierdurch ziemlich sicher von- 
einander getrennt werden kénnten. Die abweichenden Resultate 
der Autoren kénnen hier auch kaum auf ein vermeintes Vor- 
handensein von verschiedenen Pentosen in Pankreas bezogen 
werden, denn hier sind die beziiglichen Osazone beidenfalls auf 
dieselbe Weise nach Hydrolyse des Rohproteids erhalten worden. 
Es war also hier ein Unterschied vorhanden, der sehr dringend 
zu einer neuen Untersuchung einlud, und es lag nahe, sich in 
erster Hand einer optischen Untersuchung des Phenylosazons 
der Pentose aus der Guanylsdure zuzuwenden, das merkwiirdiger- 
weise noch nicht in dieser Beziehung untersucht worden ist. 

Da, wie bekannt, je drei isomere Pentosen, zwei Aldosen und 
eine Ketose ein und dasselbe Phenylosazon liefern, so dab das 
I-Xylosazon mit den Phenylosazonen der d-Lyxose und der ent- 
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sprechenden Ketopentose und das d-Arabinosazon mit denjenigen 
der d-Ribose und der d-Araboketose identisch ist, so war 
es im voraus zu erwarten, daB durch das optische Verhalten 
des Osazons nur die Zugehorigkeit zu irgendwelcher von diesen 
engeren Gruppen von Raumisomeren bestimmt werden konnte. 
Fiir die Frage eines méglichen Zusammenhanges der Organ- 
pentosen mit der Pentosurie diirfte jedoch schon die sichere 
Feststellung dieses Verhaltens nicht ohne gewisse Bedeutung 
sein. Eine eventuelle Zugehérigkeit der Xylosegruppe wiirde 
ja gewiB eher gegen einen solchen Zusammenhang sprechen, 
waihrend dieser, wenn sie der Arabinosegruppe gehdérte, viel- 
leicht nicht bestimmt von der Hand zu weisen wire. Wie 
ich indessen schon gleich vorausschicken will, stellte es sich 
heraus, da jene Voraussetzung nicht vollig zutreffend ist. Aus 
meinen Untersuchungen ging namlich hervor, daB das optische 
Verhalten der Osazone nicht brauchbar war, um die Arabinose- 
und Xylosegruppe sicher voneinander zu unterscheiden. 


Kigene Untersuchungen. 
Versuch 1. 

Aus 15 Stiick Ochsenpankreas wurde nach der Vorschrift von 
Bang?) die Kupferverbindung der Guanylsaure dargestellt, in Wasser 
aufgeschlammt, mit H,S zersetzt und das klare Filtrat durch Kochen 
von H,S befreit. Die etwas gelb gefirbte Lésung, die jetzt 200 ccm be- 
trug, wurde sodann mit 2°/, HCl wahrend 2 Stunden am RiickfluB- 
kiihler auf kochendem Wasserbade erhitzt. Nach Abkiihlung wurde mit 
NaOH neutralisiert, der entstehende Niederschlag (von Guanin) wurde 
abfiltriert. Das Filtrat stellte eine ziemlich gesittigt gelbe, 250 ccm be- 
tragende Fliissigkeit dar, die Fehlingsche Lésung deutlich reduzierte und 
eine ziemlich starke Orcinreaktion gab. 

Eine Titration nach Bang gab 0,50°/, als Glucose berechnet. Bei 
polarimetrischer Untersuchung im 1 dm-Rohr konnte ich keine Drehung 
beobachten. Die starke Eigenfarbe der Fliissigkeit beeintrachtigte je- 
doch in hohem Grade die Genauigkeit der Ablesung. Eine Probe wurde 
darum mit Blutkohle und Alkohol entfarbt (50 ccm Fliissigkeit + 5 ccm 
97°/,igen Alkohol + ungefihr 1 g Blutkohle), das Filtrat war beinahe 
véllig farblos. Im 3 dm-Rohr bei Auerlicht bekam ich als Mittel von 
fiinf Ablesungen — 0,19° + 0,02°. 

Eine nachherige Titration der farblosen, alkoholischen Fliissig- 
keit zeigte, daB der Zuckergehalt nach der Behandlung beinahe véollig 
unverandert war. Berechnet auf die urspriingliche Lésung erhielt ich 


1) Diese Zeitschr. 26, 295 bis 298, 1910. 
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nach der Entfairbung 0,46 gegen 0,50°/, vorher, als Glucose berechnet. 
Ein Versuch, aus der Fliissigkeit Phenylosazon herzustellen, gab eine 
so geringe Ausbeute, daB ich auf ihre weitere Bearbeitung verzichtete. 


Versuch 2. 

Eine Lésung von Guanylsiure wurde auf dieselbe Weise wie im 
vorigen Versuche hergestellt. Das Kupfersalz der Guanylsiure war von 
Prof. Bang, und zwar aus 30 Stiick Pankreas hergestellt, und wurde mir 
von ihm zur weiteren Bearbeitung iiberlassen. Das Filtrat nach der 
H,S-Behandlung, von H,S befreit, machte jetzt 340 ccm aus, war schwach 
gelb gefarbt. Es zeigte eine ziemlich starke Rechtsdrehung, + 3,6° 
im 1 dm-Rohr. Es wurde jetzt mit Schwefelsiure zu 5°/) versetzt 
und wahrend 2 Stunden auf einem kochenden Wasserbade am Riickflub- 
kiihler erhitzt. Nach Erkaiten wurde mit Ba(OH), und BaCO, neutralisiert 
und das Filtrat wieder mit Essigsiure schwach angesiuert. Die Fliissig- 
keitsmenge belief sich jetzt auf ungefahr 425 ccm, gab starke Orcin- 
reaktion, reduzierte bei Titration nach Bang wie eine 0,76°/,ige Glu- 
coselésung (Mittel aus zwei Bestimmungen). Die Lésung war stark ge- 
firbt, im 3 dm-Rohr war keine Drehung bemerkbar. 50 ccm von der 
Fliissigkeit wurden ganz wie im friiheren Versuche mit Alkohol und 
Blutkohle behandelt, wobei eine beinahe véllige Entfairbung eintrat. Eine 
deutliche Linksdrehung lieB sich nun ohne Schwierigkeit konstatieren, 
und zwar betrug die Ablenkung — 0,30°. 

Die gesamte Fliissigkeit wurde darauf mit ungefaihr 10 g salzsaurem 
Phenylhydrazin, 15 g essigsaurem Natrium in kochendem Wasserbade 
1 Stunde erwirmt und durch einen HeiBtrichter filtriert. Bei der Ab- 
kiihlung fiel reichlich Osazon aus, das abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde 
abermals 1 Stunde im Wasserbade erwirmt, die Ausbeute wurde beinahe 
ebenso groB. Noch ein drittes Mal wurde diese Prozedur wiederholt. Die 
erhaltenen Osazonmassen, die sehr schén gelb aussahen, wurden vereinigt 
und mehrmals umkrystallisiert. Nach 3 Umkrystallisierungen wurde der 
Schmelzpunkt und die optische Drehung bestimmt und diese Bestim- 
mungen nach weiteren Umkrystallisierungen noch zweimal wiederholt. 
Das Osazon wurde immer aus heiBem, alkoholhaltigem Wasser um- 
krystallisiert und bei Zimmertemperatur im Exsiccator iiber CaCl, zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Bei der polarimetrischen Untersuchung 
wurde eine beliebige, genau abgewogene, 0,20 g nicht iiberschreitende 
Menge von Substanz in 10 cem Pyridin-Alkoholgemisch Neubergs (4 ccm 
Pyridin ++ 6 ccm abs. Alkohol) gelést und im 1 dm-Rohr beobachtet, 
unter Verwendung von einem Halbschattenapparat von Schmidt und 
Haensch, der eine Ablesung von 0,01° gestattete. Als Beleuchtung 
diente Auerlicht. Das Resultat zeigt nebenstehende Tabelle. 


Durch diese Untersuchung konnte ich also die iiberein- 
stimmenden Angaben der friiheren Beobachter von der optischen 
Linksdrehung des Phenylosazons der Organ- bzw. Pankreas- 
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Tabelle I. 
~~ oe Fiir die Kon- 
Schmelz- 'p rid Alko- Drehung zentration 
punkt d. ope reg f Lésung Bemerkungen 0,20 g: 10ecm 
hol geléste |. 
Osazons |¢ im 1 dm-Rohr berechnete 
sazonmenge a 
| g 
154° 0,1968 g —0,63°+0,05°3malumkrystallisiert — 0,64° 
1589-1609 0,1898g |—0,569+0,04°%4mal - — 0,59° 
1599-1609 0,1923g (—0,58°+0,02°5mal - — 0,60° 








pentose auch in bezug auf das entsprechende Derivat der 
Guanylsiurepentose bestatigen. Wie wir aus der Tabelle sehen, 
stimmt indessen die GréBe der optischen Ablenkung des Osa- 
zons mit keinem von den beiden existierenden linksdrehenden 
Pentosazonen iiberein, weder mit derjenigen des 1-Xylosazons 
noch mit der des d-Arabinosazons, so wie jene von Neuberg an- 
gegeben werden. Der Wert liegt ungefahr ebenso weit von beiden 
entfernt, und trotz mehrmaliges Umkrystallisierens blieb seine 
Indessen sind die Untersuchungen unter 
etwas verschiedenen Versuchsbedingungen gemacht worden. 
Erstens hat naimlich Neuberg Na-Licht gebraucht, wahrend 
meine Bestimmungen unter Verwendung von Auer-Beleuchtung 
ausgefiihrt worden sind. Zweitens hat Neuberg seine Osazone aus 
Pyridin umkrystallisiert, ich aus alkoholhaltigem heiBem Wasser. 
Nach meiner Erfahrung kann nimlich das Umkrystallisieren aus 
Pyridin bisweilen aus unbekannten Griinden miBlingen, so daB 
bei Verdiinnung der Pyridinlésung mit Wasser das Osazon nicht 
wieder krystallinisch ausfallt, sondern eine kolloidale Lésung 
oder eine feine, durch das Filter gehende Suspension gebildet 
wird. Es war also notwendig, Kontrolluntersuchungen an Phenyl- 
osazonen aus |-Arabinose bzw. |-Xylose vorzunehmen, die auf 
dieselbe Weise wie hier umkrystallisiert worden waren. Ara- 
binose stellte ich mir teils selbst her durch Hydrolyse von 
Riibenschnitzeln, teils wendete kaufliche Arabinose von 
Merck an. Die Xylose war das Kahlbaumsche Praparat. Durch 
Schmelzpunktbestimmung und optische Untersuchung habe ich 
mich von der Identitét der Priparate mit |-Arabinose bzw. 
Das Resultat der Untersuchung war das 


GréBe unverandert. 


ich 


l-Xylose vergewissert. 
folgende: 
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Tabelle II. 





Physikalische Unter- Physikalische Untersuchung des entsprechenden 
suchung des Zuckers Phenylosazons 

\rt der ’ : Ee: » Bis 

Schmelz-, g Schmelz- | Ps SSE 

Pentose neni pa ~_ punkt oy ; & Drehung der Me Es 

io ung des den BSO8 Lésung im |Bemerkungen $356 

Zuckers Zuckers Osazons Sts & | 1 dm-Rohr Bg 3 

ae eee Ee i 

l-Arabinose |157°—1639 +112,69+1,39% —1) 0,2004¢+40,69°+0,02°] 3mal um- |+0,69° 
(aus Riiben- | krystallisiert 

schnitzel 

do 157°—1639 +112,6°+1,3% —1) 0,1721 g+0,54°+0,039 4mal um- |+ 0,62° 
krystallisiert 

|-Arabinose |160° +108,3° + 0,9°9I160°—161° 0,0959 g+0,32°+ 0,019 2mal um- [+ 0,68° 
(Merck) | krystallisiert 

do. 160° |+108,3° + 0,99162° 0,1915 g+0,59°+0,024% 3mal um- |+ 0,62° 
krystallisiert 

l-Xylose [145°—150°4 21,3°+0,89163°—164° 0,0989 g —0,33°+0,019% 3mal um- }|— 0,67° 
(Kahlbaum) krystallisiert 

do 145°—1509'4+ 21,3°+0,89163° 0,0970 gi—0,34°+0,02% 4mal um- |—0,70° 
krystallisiert 














Hieraus ist also wohl zu schlieBen, dab unter den hier ge- 
wahlten Versuchsbedingungen das optische Verhalten des links- 
drehenden Phenylosazons der Guanylsaurepentose zwar mit 
demjenigen des rechtsdrehenden 1|-Arabinosazons, von der ent- 
gegengesetzten Drehungsrichtung abgesehen, am meisten iiber- 
einstimmt, daB aber der Unterschied zwischen diesem und dem 
linksdrehenden |-Xylosazon in bezug auf den zahlenmaBigen 
Wert ihres Drehungsvermégens wider alles Erwarten nur un- 
bedeutend ist. Die d-Arabinose und |-Xylose kénnen infolge- 
dessen nicht mit Sicherheit durch das optische Verhalten der 
heziiglichen Osazone voneinander unterschieden werden, da die 
Differenz innerhalb der Grenze der Beobachtungsfehler zu liegen 
kommt. 

In bezug auf die eigentlich jetzt noch bestehende Meinungs- 
divergenz der Autoren, die ja, wie aus der historischen Ein- 
leitung hervorgeht, nunmehr hauptsichlich darauf hinausgeht, 
inwieweit |-Xylose oder eine Pentose der d-Arabinosegruppe, 
bzw. d-Ribose als Organpentose zu betrachten ist, haben meine 


1) Durch Ubersehen wurde es hier leider versaumt, den Wert zu 
notieren. 














Guanylsaurepentose. 341 


Untersuchungen dennoch ein positives Resultat gebracht. Aus 
der in beiden Versuchen festgestellten Linksdrehung des Hydro- 
lysats der Guanylsiure ist namlich mit gréBter Sicherheit zu 
schlieBen, daB auch die Pentose selbst linksdrehend ist, da die 
Guanylsaurelosung vor der Hydrolyse ja rechtsdrehend war, 
und andere linksdrehende Spaltungsprodukte im Hydrolysat 
nicht vorkommen. Die Linksdrehung kann auch nicht durch 
vorhandene Verunreinigungen der Guanylsiure unbekannter Art 
bedingt sein. Gegen eine solche Auffassung scheint mir vor 
allem der Umstand zu sprechen, dab die Reduktionskraft und 
die GroBe der optischen Drehung des Hydrolysats in den beiden 
Versuchen ziemlich proportionelle Unterschiede zeigen. Im Ver- 
such 2 finden wir naimlich beide ungefaihr um 50°/, groBer als 


im Versuch 1. 





Reduktion d. Hydro-, Optische Drehung 
lysats als Glucose 'des Hydrolysats im 


berechnet 3 dm-Rohr 
Vers. I 0,50/9 — 9,19° 
Vers. 2 0,76 °/, — 030° 


Diese Proportionalitét zwischen den GréBen der Reduktion 
und der optischen Drehung berechtigt wohl zu dem Schlusse, 
dafi beide von wirklichen Komponenten der Guanylsiure her- 
riuhren. 

Da nun die Xylosephenylosazone beidenfalls eine optische 
Drehung von entgegengesetzter Richtung gegeniiber dem ent- 
sprechenden Zucker selbst zeigen, sprechen also meine Unter- 
suchungen entschieden gegen das Vorliegen einer Xylose, lassen 
sich dagegen sehr gut mit der Annahme, daB die Pentose der 
Guanylsiure der d-Arabinosegruppe angehort, vereinen. 

Ich méchte nur hinzufiigen, daB auch das Aussehen des 
Osazons viel mehr demjenigen eines Arabinos- als Xylosazons 
ihnelt. Aus heiBen Wasserlésungen krystallisieren nimlich die 
beiden Phenylosazone in so verschiedener Art und Weise, dab 
sie schon hierdurch zu erkennen sind. Das Xylosazon bildet 
hierbei hellgelbe seidenglinzende Nadeln, die schon makro- 
skopisch als solche imponieren und Massen filzigen Gewebes bilden, 
wahrend das Arabinosazon etwas mehr gesittigt gelb und matt 
ist und mehr wie gelatinierende Flocken ausfallt. Ohne ein 
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allzu groBes Gewicht auf dieses Verhalten legen zu_ wollen, 
kann ich nicht umhin, darauf hinzuweisen, daB das Pheny!l- 
osazon der Guanylsiurepentose immer auf diese letzte Art und 
Weise krystallisierte. Erwihnt sei auBerdem, daB ich dasselbe 
Verhalten auch in bezug auf die Harnpentosazone meiner beiden 
Pentosuriefialle konstatieren konnte. 

Um kurz zu resiimieren, hat sich also als Resultat meiner 
Untersuchungen herausgestellt, daB das optische Verhalten 
der Phenylpentosazone nicht als Unterscheidungs- 
zeichen der Arabinose- bzw. Xylosegruppe unterein- 
ander geeignet ist, wenigstens nicht, wenn die Osazone durch 
Umkrystallisieren aus alkoholischem Wasser gereinigt sind; dab 
die Pentose der Guanylsiure indessen nicht l-Xylose 
sein kann, da sowohl! sie selbst, als auch ihr Phenyl- 
osazon linksdrehend ist; daB aber alle Umstinde sich 
mit der Annahme vereinigen lassen, daB die fragliche 
Pentose der d-Arabinosegruppe zugeh6ért. 











Uber die Ausscheidung des Wassers bei der Atmung. 


Bemerkung zu der gleichnamigen Arbeit von G. Galeotti 
(diese Zeitschr. Bd. 46, S. 173). 


Von 
A. Loewy und H. Gerhartz. 
(Aus dem Tierphysiolog. Institut der Kgl. Landw. Hochschule, Berlin.) 


(Eingegangen am 26. November 1912.) 


Galeotti findet, daB unter mittleren normalen Bedingungen 
die mit der Atemluft ausgeschiedenen Wassermengen nahezu 
konstant sind, und daB so viel Wasser in der Ausatmungsluft 
enthalten ist, daB diese nicht, wie stets angenommen wird, 
mit Wasser vollkommen gesattigt ist, vielmehr nur zu ca. */,, 
namlich zu 78°)). 

Galeotti geht dabei von der allgemein fiir zutreffend 
gehaltenen Anschauung aus, daB die Exspirationsluft des 
Menschen eine Temperatur von 37° hat. 

Diese Anschauung trifft jedoch nicht zu. Die Tem- 
peratur der Ausatmungsluft liegt wesentlich niedriger. 
Sie schwankt je nach den Versuchsbedingungen innerhalb ge- 
wisser Grenzen und liegt im allgemeinen zwischen 32,5° und 
33,5°. Unter besonderen Bedingungen kann sie auf 34° steigen, 
unter anderen unter 32,5° hinabgehen. 

Dabei ist bei Mundatmung die ausgeatmete Luft etwas 
warmer als bei Nasenatmung. 

Fiir die wirkliche Temperatur der Exspirationsluft wiirden 
nun die von Galeotti gefundenen Wassermengen nahezu volle 
Sattigung mit Wasserdampf bedeuten. 

Die Folgerungen, die sich aus unseren Bestimmungen der 
Temperatur der Ausatmungsluft ergeben, sind die gleichen wie 
aus Galeottis Bestimmungen der abgegebenen Wassermenge. 
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Sie zeigen, daB die derzeitigen Anschauungen iiber die Mengen 
des von den Lungen abgegebenen Wassers nicht zutreffen 
kénnen. Die Berechnung des Lungenwassers muBte zu hoch 
ausfallen, da man eben Sattigung bei 37° zugrunde legte. — 
Da bei experimenteller Bestimmung der Gesamtwasserabgabe 
die von der Haut abgegebene Wassermenge einfach als Diffe- 
renz zwischen der gesamten und der von seiten der Lungen 
angenommenen Wasserabgabe angesetzt wurde, miissen bisher 
die Hautwasserwerte zu gering veranschlagt worden sein. 
Uber die Einzelheiten unserer Versuche und unserer Ver- 


suchsmethodik werden wir spiter berichten. 
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Fie. 1. Einige Zellen der Gefi®Bbiindelscheide aus der Blattmittelrippe 


mit den charakteristisch geformten, stirkeihnlichen Kornchen 





Fig. 2. Mit Inulinschollen und -sphiriten dicht gefiillte Zellen aus dem 


Wurzelgewebe Vergr. 250 


Il Verlag von Julius Springer in Ber 


Grafe und Vouk, Inulinstoffwechse 


























Untersuchungen zur pharmakologischen Wirkung des 
p-Oxyphenylathylamins. 
Von 
A. Bickel und Mich. Pawlow. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Kgl. Pathologischen 
Instituts der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1912.) 
Mit 9 Figuren im Text. 


Die Mitteilung Burmanns’), nach der es ihm gelungen 
sei, aus dem Mutterkorn einen neuen Ko6rper, naimlich das 
p-Oxyphenylathylamin, zu isolieren, der den Traiger wichtiger 
pharmakologischer Wirkungen des komplexen Mutterkornextrak- 
tes reprisentiere, kniipft an bekannte Tatsachen iiber die Kom- 
position der wirksamen Bestandteile des Mutterkorns an. Es 
sei zunachst daran erinnert, daB ganz allgemein die ver- 
schiedenen Wirkungen des Secale cornutum, die gangrinerzeu- 
gende Wirkung, die GefaBwirkung und endlich die direkte 
Wirkung auf die glatte Muskulatur und speziell diejenige des 
Uterus zum Teil an verschiedenartige Bestandteile gebunden 
erscheinen. Unter den dem Paraoxyphenylathylamin nahe- 
stehenden Produkten, die hierher gehérige Wirkungen entfalten, 
nenne ich nach dem Lehrbuch von Meyer und Gottlieb*) 
das Parahydroxyphenylathylamin (Barger und Dale) und das 
f-Imidazolylathylamin. Alle diese Stoffe verdienen deshalb 
unser besonderes Interesse, weil sie gleichzeitig als EiweiBabbau- 
produkte bekannt sind; so entsteht z. B. der vorletzt erwahnte 
Korper durch die Einwirkung von Mikroorganismen aus dem 
Tyrosin, der letztgenannte in gleicher Weise aus dem Histidin®*). 


1) Journal suisse de Chimie et Pharmacie 1912, Nr. 6. 
2) Die experimentelle Pharmakologie, II. Aufl., S. 203 und 204 
3) Nach Nr. 2 zitiert. 
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Ferner sind diese aromatischen Aminobasen noch aus einem 
weiteren Grunde beachtenswert, speziell das Paraoxyphenyl- 
athylamin; aus diesem kann sich naimlich im Organismus 
Adrenalin bilden und, wie wir sehen werden, bestehen zwischen 
dem Adrenalin und dem Paraoxyphenylithylamin bemerkens- 
werte Ahnlichkeiten auch in biologischer Hinsicht. 

Das Paraoxyphenylaéthylamin, das unter dem Namen 
»Uteramin“ von der chemischen Fabrik ,Zyma*“ in St. Ludwig 
(ElsaB) nnd Aigle (Schweiz) in den Handel gebracht wird, war dem 
einen von uns (B.) friiher zur pharmakologischen Begutachtung 
iibersandt worden. Wenn dieses Priparat unterdessen schon 
in der geburtshilflichen Praxis mit Erfolg von Heimann’) vor 
allem zur Stillung von Blutungen aus dem schlaffen Uterus 
post partum angewandt worden ist — dieser Autor berichtet, 
daB die Blutungen prompt stehen und der Uterus sich kon- 
trahiere —, so wird doch auch eine nachtragliche Mitteilung 
der rein pharmakologischen Untersuchungsresultate willkommen 
sein, da, wie wir oben bemerkten, das Paraoxyphenylithylamin 
nicht nur von diesem praktischen, sondern auch vom rein theo- 
retischen Standpunkte aus betrachtet uns Interesse abnotigt. 

Zunichst wurde in einer Versuchsreihe an Hahnen er- 
ermittelt, daB diese Verbindung gangraneszierende Wirkungen 
nicht ausiibt. Es gelangte eine 0,5°/,ige Losung in Wasser 
zur Anwendung, die subcutan injiziert ward. Davon erhielten 
2 Haihne von 2,0 bzw. 2,5 kg Koérpergewicht pro die wahrend 
10 Tagen 2 ccm und danach ebenso lange 5 ccm injiziert. Da 
an dem Kamme der Tiere sich auch nicht die geringsten Ver- 
iinderungen zeigten, wurde der eine Hahn noch fast 3 weitere 
Wochen derart behandelt, daB ihm tiglich zu seinem Futter 
zunichst eine Woche lang 0,1 bis 0,2 g pro die und fiir den Rest 
der Zeit 0,3 bis 0,4 g salzsaures Paraoxyphenylathylamin pro 
die zugemischt wurde, so daB das Tier im ganzen 5,0 g dieser 
Substanz erhielt. Selbstverstindlich wurde darauf geachtet, 
daB das Tier das Praparat auch wirklich mit den K6rnern 
auffraB. Gleichwohl zeigten sich auch an dem Kamme dieses 
Tieres keine Veranderungen. 

Aus diesen Beobachtungen an Hihnen geht somit hervor, 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 25. 
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daB auch bei wiederholter Zufuhr gréBerer Mengen von ,,Uteramin“ 
per os wie subcutan — und zwar bei Mengen, die die thera- 
peutische Dosis beim Menschen von 1 bis 2 ccm der 0,5°/, igen 
Lésung bedeutend iiberschreiten — keinerlei gangraneszierende 
Wirkungen auftreten. 

Wir kommen zu den Beobachtungen iiber die Kreislauf- 
wirkung des Paraoxyphenylathylamins. 

Die Resultate unserer Versuche wollen wir vorwegnehmen 
und im Zusammenhang kurz schildern. 

Die intravenése Injektion von 1 bis 2 ccm einer 0,5°/,igen 
Lésung dieser Substanz hat, wie unsere Experimente an Kanin- 
chen und mittelgroBen Hunden ergaben, folgende Wirkungen. 
Der arterielle Blutdruck steigt nach einer gelegentlichen, rasch 
voriibergehenden leichten Senkung im unmittelbaren AnschluB 
an die Injektion rasch an und halt sich einige Zeit (2 bis 
3 Minuten) auf dieser Héhe. Dann kehrt er wieder zur Norm 
zuriick. Hand in Hand mit der Drucksteigerung geht eine 
VergréBerung der Pulsamplitude und eine Bradycardie. Dieser 
Steigerung des arteriellen Blutdrucks entspricht eine Blut- 
stauung im Arteriensystem infolge einer Verengerung der 
Capillaren und einer Blutverarmung des Venensystems. Das 
erstere ergibt sich daraus, daB die Tropfenzahl des aus einer 
in eine Vene peripherwarts eingebundenen Kaniile abflieBenden 
Blutes fast momentan nach der Injektion abnimmt, ja daB 
sehr bald auch bei starkeren Venen die Tropfenbildung iiber- 
haupt sistiert. Die Blutverarmung des Venensystems, die da- 
durch notwendigerweise entstehen muB, findet dann ihrerseits 
ihren weiteren Ausdruck in der Senkung des Venendrucks 
(gemessen an der Vena jugularis bei Kaninchen), die sehr be- 
trichtlich ist, mit der Steigerung des Arteriendrucks parallel 
geht und mit seiner Riickkehr zur Norm ebenfalls verschwindet, 
meist jedoch nachdem zunachst vor der Riickkehr zu der Norm 
der Venendruck sich iiber die normale Hohe hinaus voriiber- 
gehend erhoben hat. Das ist eine Erscheinung, der wir um- 
gekehrt bekanntlich bei einer voriibergehenden mechanischen 
Erschwerung des Blutabflusses aus den groBen Venen nach dem 
Herzen zu begegnen. 

Die weitere Folge der Blutverarmung des Venensystems 


mu8 eine Volumenabnahme aller derjenigen Organe sein, die 
23* 
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von Venen stark durchblutet sind. Das wird vor allem fiir den 
Uterus post partum zutreffen; direkt experimentell lieB sich 
diese Volumenabnahme — also eine Verkleinerung stark durch- 
bluteter Organe nach der intravenésen Uteramininjektion — 
an der Niere zeigen. Die Nierenvolumenkurve sinkt, sobald 
der Arteriendruck steigt. Da®B Extrakte aus Secale cornutum 
— wir bedienten uns des Secalan-Golaz — das gleiche tun, 
geht aus den unten mitgeteilten Kurven hervor, unter denen 
sich zudem eine findet, die die Volumenabnahme eines anderen 
Organs, naimlich des Darmes, nach der Secaleinjektion sehr 
schén demonstriert. 

Es ist selbstverstandlich, daB schon durch diese Verinde- 
rung in der Blutfiille und damit in dem Uterusvolumen ein 
Anreiz zu Contractionen der Uterusmuskulatur gegeben ist, 
und es findet dieses durch die klinischen Erfahrungen Heimanns 
auch volle Bestatigung. 

Wenn wir diese gewaltigen Verainderungen, die die Uteramin- 
injektion an den peripherischen Kreislauforganen erzeugt, be- 
riicksichtigen, so werden wir erwarten diirfen, da8 auch der 
Contractionsablauf des Herzens, soweit er seinen mittelbaren 
Ausdruck an der Kurve des Elektrocardigramms findet, ab- 
gesehen von der schon erwahnten Verlangsamung der Herz- 
titigkeit, Besonderheiten wird erkennen lassen. 

In der Tat sahen wir bei systematischen Aufnahmen des 
Elektrocardiogramms des Kaninchenherzens, daB8 durch die 
Uteramininjektion einmal eine Verlingerung der Contractions- 
phase des Herzens auftritt, daB die J- und Jp-Zacken groBer 
werden, daB die A-Zacke sich meist etwas verkleinert, wahrend 
die F-Zacke ziemlich unverandert bleibt, manchmal die Tendenz 
einer VergréBerung erkennen |aBt. 

Zum Schlusse seien als Beleg fiir unsere Ausfiihrungen 
einige Kurven mitgeteilt. Da die zu einer Gruppe gehdérigen 
Versuche unter sich stets so gut wie identisch verliefen, ge- 
niigt es, aus einer jeden Gruppe ein Versuchsprotokoll mit- 
zuteilen. 

1. Versuche iiber den EinfluB des Uteramins auf den 
arteriellen Druck. Fig. 1 bis 4 zeigt den Ablauf der Wirkung 
am Carotispuls in seinen einzelnen Phasen. Die Kurve wurde 
mit dem Gad-Cowlschen Tonometer aufgenommen. 
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2. Versuche iiber den EinfluB des Uteramins auf den 
Venendruck. Bei den Venendruckversuchen wurde in die Vena 
j ugularis von Kaninchen ein Wassermanometer, gefiillt mit physio- 
logischer Kochsalzlésung, eingebunden. An der Skala des 
Ma nometers wurden die Druckveranderungen nach der Utera- 
m ininjektion in eine Ohrvene beobachtet. Z. B. trat nach der 
Injektion von 2 ccm der 0,5°/, igen Lésung bei einem Kaninchen 





Fig. 1. Puls und Blutdruck der Art. carotis eines 2 kg schweren 
Kaninchens. Zeit 1/, Sekunde. 





Fig. 2. x Injektion von 
2 ccm 0,5°/, Uteramin- 
lésung bei demselben Fig. 3. 1 Minute nach der Injektion bei 
Kaninchen intravenés. demselben Kaninchen. 








Fig. 4. 3 Minuten nach der Injektion bei demselben Kaninchen. 
Die Wirkung klingt ab. 
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Markierungs- 


linie der aus 


einer Obren- 


vene fallen- 


den Tropfen 


Zeit 1/, Sek 
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Nach der Injektion fallen die Tropfen aus der in die Ohrvene 


xx Injektion von 2 cem Uteramin intravenés. 


5. 


Fig. 


7 


eingefiihrten Kaniile langsamer. 


von 1,5 kg Ké6rpergewicht sofort 
eine allmahlich fortschreitende Sen- 
kung bis zu 30 mm ein, dann er- 
hob sich der Spiegel bis 7 mm iiber 
die Norm und kehrte dann zur 
Norm zuriick. Die Ahnlichkeit mit 
der Adrenalinwirkung ist evident. 

3. Versuche iiber den EinfluB 
des Uteramins auf die Strémungs- 
geschwindigkeit des Blutes in den 
Capillaren. 

Fig. 5 zeigt die Abnahme der 
Tropfenzahl des aus einem Seiten- 
aste der Vena jugularis ausstrémen- 
den Blutes bei folgender Versuchs- 
anordnung. In das Gefai® wiirde 
peripherwirts eine eingefettete Glas- 
kaniile eingefiihrt. Das aus ihr 
tropfende Blut wurde auf einen an 
einem Mareyschen Tambour ange- 
brachten geneigten Hebelarm tropfen 
gelassen, wobei aber die Tropfen 
nicht auf dem Hebel liegen blieben, 
sondern an ihm seitlich abglitten. 
Dieser Tambour war mit einem 
zweiten Tambour verbunden, der am 
Kymographion die Ausschlige auf- 
zeichnete. 

4. Versuche iiber den EinfiuB 
des Uteramins und des Secalan- 
Golaz auf das Volumen von Niere 
und Darm. Die Versuchsanordnung 
war folgende: Die Art. femoralis 
eines mittelgroBen Hundes wurde 
mit dem Gad-Cowlschen Tonometer 
verbunden. Die Niere oder ein 
Stiick abgebundenen und aus der 
Kontinuitat losgelésten Diinndarms 
wurden in eine durch Fett ab- 
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Art. femoralis. 
Niere 
Zeit a/, Sek. 





Fig. 7. Hund 7,2 kg. Bei xx intravendse Injektion von 2,0 ccm, 
0,5°/, Uteraminlésung. 


Art. femoralis, 





Niere. 


Zeit 1/, Sek. 





Fig. 8. Hund 6 kg. Bei xx intravendse Injektion von 1,0 ccm Secale-Dialysat. 
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geschlossene Kapsel eingefiihrt, ohne die zu- und abfiihrenden 
GefiBe zu komprimieren. Der Luftinhalt der Kapsel wurde 
mit einem Mareyschen Tambour verbunden, der seine Be- 
wegungen am Kymographion aufzeichnete. Erhebung dieser 
Kurve bedeutet VergréBerung, Senkung hingegen Abnahme des 
Organvolumens. Aus den Kurven 6, 7, 8 und 9 geht hervor, 
daB sowohl nach der intravenésen Injektion in die Vorderbein- 
vene von 1 bis 2 cem Uteramin (0,5°/,ige Lésung), wie nach der 
intravendsen Injektion gleicher Dosen von Secalan-Golaz par- 
allel mit dem Steigen der Carotiskurven eine Senkung der 
Organvolumenkurven geht. 











Untersuchungen iiber den Kohlenstoffwechsel. Labiler 
und stabiler Kohlenstoff des Harns. 
Von 
Enrico Reale. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitaét zu Neapel.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1912.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Das Studium des Harnkohlenstoffs ist im allgemeinen wenig 
vorgeschritten und hat bis jetzt keine Anwendung von Wert, 
besonders fiir die Praxis, gebracht. Wir wissen auf Grund der 
Untersuchungen deutscher und franzésischer Forscher, daB im 
menschlichen Harn taglich eine Menge von 9 bis 12 oder auch 
mehr Gramm C enthalten ist, mit einem Gesamtstickstoffver- 
haltnis (Quotient C/N), das im allgemeinen zwischen den Grenzen 
von ca. 0,65 bis 0,85, die nur ausnahmsweise iiberschritten 
werden kénnen, schwankt. 

AuBerdem ist bekannt, daB ungefahr die Halfte des C dem 
Harnstoff zukommt, dem Endprodukt des EiweiSstoffwechsels 
und daf8g darum nur dieser Teil des C des Harns, — wie 
Magnus-Alsleben’) zeigt —, neben die aus den Lungen aus- 
geatmete Kohlensaure gestellt werden kann, wahrend der iibrige C 
des Harns in Verbindungen enthalten ist, die im allgemeinen 
nicht als Endprodukte des Stoffwechsels angesehen werden 
kénnen?). 


1) E. Magnus-Alsleben, Uber die Ausscheidung des Kohlenstofts 
im Harn. Zeitschr. f. klin. Med. 68, 1909. 

2) Spiro hat schon friiher vorgeschlagen, die Menge desjenigen N, 
der nicht als Harnstoff und Ammoniak, und desjenigen C, der nicht als 
Harnstoff ausgeschieden ist, mit den Namen dysoxydabler Stick- 
stoff und dysoxydabler Kohlenstoff zu bezeichnen. 
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Das Verhalten des Kohlenstoffs und seine Beziehung zum 
Gesamtstickstoff des Harns ist bis jetzt in Italien noch nicht 
studiert worden. Darum habe ich es fiir nétig gehalten, mich 
vor allen Dingen mit allen diesbeziiglichen Einzelheiten zu be- 
schaftigen. 

Der Hauptzweck meiner Arbeit ist aber, ein Trennungs- 
mittel einer oder mehrerer Fraktionen des Harnkohlen- 
stoffs ausfindig zu machen. 

Im folgenden wird zuerst die Technik der Versuche be- 
schrieben. 


I. Technik. 

Was die Methode der Analyse anbetrifft, so habe ich die 
Verbrennung auf nassem Wege mittels einer Chrom- und 
Schwefelséuremischung ausgeiibt. 

Die von mir gewahlte Methode ist die gleiche wie bei 
Desgrez’) mit dem von diesem Autor konstruierten Apparat 
(geliefert von Adnet, Paris), von dem ich die Figur beifiige. 














1) A. Desgrez, Dosage du carbone total dans les produits d’élimi- 
nation. Compt. rend. Soc. Biol., séance du 18 décembre 1897. 
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Das Prinzip, worauf sich die Methode griindet, ist folgendes: 

Die organischen Substanzen, mit Chrom- und konzentrierter Schwefel- 
saure erwarmt, verbrennen, so daB aller C in CO, umgewandelt wird, 
wabrend die Chromsaure in schwefelsaures Chromsalz iibergeht, wobei 
sich reichlich Sauerstoff entwickelt. 

Der Apparat (Fig. 1) setzt sich zusammen: aus einem Kolben (P) von 
100 cem Inhalt mit breitem, innen eingeschliffenem Hals (er muB ein wenig 
iiber dem Glasschliff erhGht sein, so daB iiber dem dazu gehérenden Glas- 
stopfen ein kleiner Raum bleibt). Durch den Stopfen geht 1. ein senk- 
rechter Kiihler (R) mit angeblasenen Kugeln zur Verdichtung des Wasser- 
dampfes, 2. ein rechtwinklig gebogenes Rohr (¢t), das am Schlu8 der Ope- 
ration den nétigen Luftstrom zuzufiihren hat, um die im Apparat ge- 
bliebene Kohlensaiure abzusaugen; die Luft (die durch einen mit Natron- 
kalk [ein Gemenge von Calciumhydrat und Natriumhydrat] gefiillten 
Trockentum (7) passiert!) ist von ihrem CO,-Gehalt befreit; 3. ein Scheide- 
trichter mit eingeschliffenem Hahn (J), der zum Einfiillen der Chrom- 
und Schwefelsiure in den Kolben dient. 

Der Kiihler verlangert sich in ein zweimal rechtwinklig gebogenes 
Rohr (C), durch das die bei der Reaktion entwickelten Gase streichen 
miissen, und zwar zuerst durch zwei Chlorkalk-U-Réhren (a a), wobei sie 
getrocknet werden, darauf durch eine andere U-Rohre (b). die zur Halfte 
mit Ferrocyankalium, zur anderen Hialfte mit trockenem Borax gefiillt 
ist um das Chlor und die Salzsiure zu binden (K,FeCy, + Cl 
= KCl + K,FeCy,). An diese Réhren schlieBt sich der vorher ge- 
wogene Liebigsche oder GeiBlersche Apparat an, der die konzentrierte 
Kaliumhydratlésung (1 Teil KOH auf 2 Teile H,O) enthialt, der zur Ab- 
sorption der CO, dient, die sich durch die Verbrennung des Harns ent- 
wickelt. Darauf folgt ein anderes, auch vorher gewogenes, mit Natron- 
kalk und Chlorkalk gefiilltes Rohr, das die letzten Spuren der Kohlen- 
siure und Feuchtigkeit festzuhalten hat!). Der Apparat endigt mit einem 
nicht gewogenen Rohr, das zu gleichen Teilen Natronkalk und Chlorkalk 
enthalt, um die Feuchtigkeit und die Kohlensiure der AuBenluft zu 
absorbieren. 

Nachdem 10 cem Harn in den Kolben eingefiillt sind, wird er mit 
dem Apparat verbunden; der leere Raum iiber dem Stopfen (von dem 
oben gesprochen war), wird mit Schwefelsiure gefiillt, so daB ein 
hermetischer Verschlu8 hergestellt wird. Darauf laB8t man durch 
den Scheidetrichter 8 bis 10 g Chromsaure (Anhydrid CrO,) in einer 
méglichst geringen Menge Wasser gelést, und endlich 30ccm_ kon- 
zentrierte Schwefelsiure tropfenweise einlaufen. Man muB8 acht geben, 
daB die Gasentwicklung regelmaBig ist, und darum, wahrend der Hahn 
geschlossen ist, den Kolben nur mit einer kleinen Stichflamme (a vieulleuse) 
so weit erwirmen, daB man die Blaschen zihlen kann. Nur gegen Ende 


1) An Stelle des Kaliapparates kann auch ein anderes U-Rohr, mit 
Natronkalk und Chlorcalcium gefiillt, verwendet werden. Ich habe die 
von Dennstedt eingefiihrten Formen der U-Réhren gebraucht. 
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der Gasbildung, die ungefahr 3 Stunden dauert, erhOht man die Tempe- 
ratur bis zum Sieden der Mischung. Dann unterbricht man die Er- 
warmung und l46t ungefihr eine halbe Stunde langsam, vermittels des 
Aspirationsapparates, einen Luftstrom durchgehen. Der Gewichtsunter- 
schied des Kaliapparats und des Natronkalkrohrs gibt die Menge der 
CO, an; diese, multipliziert mit dem Faktor 0,2727, gibt die Menge des C 
in 10 cem Harn, und dieselbe, multipliziert mit 100, den Gehalt an 
Kohlenstoff pro Liter an. 

Im allgemeinen ist die Verbrennung auf nassem Wege mit dieser 
Methode vollstaéndig; wenn man die Endréhre des Apparats mit einem 
kleinen Gaswaschflischchen, gefillt mit ein wenig Palladiumchloriirlésung 
(2/59), verbindet, ist keine Triibung, héchstens mitunter eine kaum merk- 
bare Schwarzung, die von einer sehr geringen Menge Kohlenoxyd her- 
ruhrt, bemerkbar. 

Ich fiige noch hinzu, daB am Beginn der Untersuchungen mehrere 
Bestimmungen mit der sogenannten vereinfachten Elementaranalyse nach 
Dennstedt*) ausgefiihrt wurden, die darin besteht, die Substanz in 
einer Glasréhre zu verbrennen, mit dem Unterschied, daB die Verbrennung 
wihrend der ganzen Dauer unter Sauerstoffdurchleitung und mit einem 
Platinstern, der als Katalysator wirkt, vor sich geht. Dadurch wird eine 
geringe Erwirmung bedingt mit nur 2 bis 3 Bunsenbrennern; die Unter- 
suchung ist in 3 Stunden beendigt. 

Zur Bestimmung des C im Harn wird letzterer (2ccm) in einem 
Porzellanschiffchen mit reinem Bleichromat gemischt, in demselben Rohr 
eingetrocknet und bis zur vollstandigen Verbrennung erhitzt. 

Die Methode gibt gute Resultate, aber ist nicht so empfehlenswert 
wie die auf nassem Wege, weil das Trocknen des Harns einen Druck 
des Wasserdampfes hervorruft, und oft ist dieses die Ursache des Platzens 
der Réhren. 

Im iibrigen weisen die Resultate, die man mit beiden Methoden 
erhalt, keine bemerkenswerten Unterschiede auf, so fand ich z. B. in 
einem Harn nach der Dennstedtschen Methode 9,517 gC und nach 
der Desgrezschen 9,492 g C pro Liter. 

Damit die Methode der Verbrennung auf nassem Wege gute Resultate 
gibt, ist es durchaus notwendig, noch folgendes zu beachten. Vor 
allen Dingen muB die Schwefelsiure von organischen Substanzen frei sein 
(mit Chromsaiure erwirmt, darf man keine Kohlensiureentwicklung be- 
merken); zweitens darf kein alkalisch reagierendes Chlorcalcium ge- 
braucht werden, das Atzkali enthilt und die Kohlensaure binden kénnte. 


Was die Methoden, die ich fiir die anderen quantitativen 
Bestimmungen angewandt habe, betrifft, so ist fiir den Gesamt- 
stickstoff die Kjeldahlsche, fir das NH, die Schlésing- 


1) M. Dennstedt, Anleitung zur vereinfachten Elementaranalyse. 
Hamburg 1910, MeiBners Verlag. 














Labiler und stabiler Kohlenstoff des Harns, 359 


Neubauersche, fiir den Harnstoff die Mérner-Sjéqvistsche, 
fiir das P,O, die Neubauersche, fiir den Gesamtschwefel die 
von Schulz verbesserte Mohrsche Methode gebraucht worden. 


II, Der Kohlenstoff und sein Verhiltnis zum Stickstoff. 

Meine Beobachtungen sind an zwei Krankenwartern der 
Klinik, beide gesund und bei frei gewahlter Kost, ausgefiihrt 
worden. Die erhaltenen Resultate sind in den ersten 3 Tabellen 
kurz zusammengefaBt. Aus ihnen geht hervor, daB die tig- 
liche Quantitét C im Harn durchschnittlich 10,611 g und der 
Quotient C/N 0,74 betrug. Beachtenswert scheint mir folgendes: 
eine der Personen befand sich an einem Tage im Stickstoff- 
gleichgewicht; die hierbei erhaltenen Zahlen unterschieden sich 
wenig, wie die Tabelle zeigt, von den obenerwaihnten Durch- 
schnittsziffern. 

Wie sich der Harnstoff-C verhalt, ergeben die am selben 
Tage an derselben Person gemachten Untersuchnngen, und 
zwar, daB auf 14,617 g Gesamtstickstoffs innerhalb 24 Stunden 
11,997 g dem Harnstoff (25,66 g) zuzuschreiben sind, dem eine 
Kohlenstoffmenge von 5,1326g, das ware 47°/, des totalen 
C, zugehort. 

Wenn man von dem an den Harnstoff nicht gebundenen N 
(2,625 g) denjenigen des Ammoniaks (gleich 0,125 g) abzieht, so 
hat man gegeniiber den iibriggebliebenen 2,50 g N (gleich 17°/, 
des ganzen N) 5,7854 g des nicht an Harnstoff gebundenen C, 
das heiBt 53°/, des totalen C. 

Diese Zahlen stimmen nach meiner Meinung mit den von 
MeiBl’), Pfliiger*), Kellner, Tangl*), Spiro‘) usw. gefun- 
denen Tatsachen iiberein, da8 dieser Uberschu8 an C nicht 


1) MeiBl, Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Schweines- 
Zeitschr. f. Biol. 1886. 

2) Pfliiger, Unsere Kenntnisse iiber den Kraftwert des Fleisches 
und der EiweiBstoffe. Arch. f. d. ges. Physiol. 1900. 

3) J. Tangl, Beitraige zur Kenntnis des Energiegehaltes des mensch- 
lichen Harns. Arch. f. Anat. u. Physiol. Phys. Abteilung, Supplement 
1899. 

4) K. Spiro, Zur Lehre vom Kohlenhydratstoffwechsel. Beitrage 
zur chem. Physiol. u. Pathol. 1907 — Uber das Verhiltnis vom dysoxy- 
dablen Kohlenstoff zu dysoxydablem Stickstoff bei verschiedener Er- 
nihrung. Beitrage zur chem. Physiol u. Pathol. 1908. 
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nur von stickstoffhaltigen Substanzen, (wie Pregl’) vor mehreren 
Jahren behauptete), herriihrt, sondern auch von den Kohlen- 
hydraten und Fetten. 

Um einen weiteren Beitrag zu diesem Studium zu bringen, 
habe ich bei dem Krankenwarter L. 8S. vergleichende Experi- 
N 
Schwefels und Phosphors im Harn wihrend fiinf Perioden, 
jede mit verschiedener Kost und je drei Tage dauernd, gemacht. 
Die Resultate dieser Experimente (verkiirzt zusammengefaBt 
in vorliegender Tabelle) zeigen klar, daB keine Beziehungen 
zwischen dem obengenannten Quotienten und der Quantitat 
des Schwefeis und des Phosphors im Harn bestehen, was sicher 
der Fall sein miuBte, wenn der C ausschlieBlich von EiweiB- 
substanzen herriihren wiirde. Zusammenfassung: Die Hialfte 
des Harnkohlenstoffs ist an Stickstoff- und nicht stickstoffhaltige 
Zwischenprodukte des Stoffwechsels gebunden, die sich durch 
die chemische Zusammensetzung, durch den Ursprung, durch 
den verschiedenen Grad ihrer katabolischen Phase usw. unter- 
scheiden; Griinde, die mich veranlaBt haben, die Trennung 
einiger spezieller Fraktionen zu versuchen, wegen des erhéhten 
und komplizierten Verhiltnisses des an den Harnstoff nicht 
gebundenen C. 


mente zwischen dem Quotienten und der Quantitét des 


III. Trennungsmittel einiger spezieller Fraktionen des Harn- 
kohlenstoffs. 


Hierbei bin ich zu folgenden Resultaten gekommen: 

Wenn man den Harn (je nach der Dichtigkeit 10 bis 
50 ccm) mit 50°/, Wasserstofisuperoxyd (ich habe mich des 
Perhydrols von Merck bedient) und mit einem Katalysator, der 
die Zersetzung beschleunigt (unter letzteren ist das Mangan- 
superoxyd, MnO,, von dem man nur wenige Kornchen nimmt, 
am geeignetsten), behandelt, beobachtet man eine mehr oder 
weniger starke Entwicklung von Gasblischen, der reichlicher 
Schaum folgt, so daB mitunter das GefiB, das die Mischung 
enthalt, iiberlauft. 


1) J. Pregl, Uber die Ursachen der hohen Werte des 5 -Quotienten 


des normalen menschlichen Harnes. Arch. f. die ges. Physiol. 1899. 
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Die Eigenschaften des Harns verindern sich nach und 
nach sehr. Die Verinderung, die zuerst auffallt und die zu er- 
warten war, ist die Farbe. 

Dunkelrot gefarbte Harne (VI. und VII. Grad nach der 
Vogelschen Skala), sehr reich an Uroerythrin, werden allmah- 
lich helier und nach einigen Tagen vollstandig farblos wie 
Wasser. Wichtig ist die Wirkung auf ikterische Harne, die, 
sobald sie in Verbindung mit Wasserstoffsuperoxyd gekommen 
sind, eine schéne griine Farbe annehmen (durch den bekannten 
Ubergang des Bilirubins in Biliverdin), dann werden auch sie 
nach und nach farblos. 

Diese Tatsachen fiihre ich nur deshalb an, weil sie, ob- 
wohl sie das Thema, um das es sich hier handelt, nicht direkt 
beriihren, von Wichtigkeit fiir urologische Forschungen sein 
konnten. 

Was das Thema selbst anbetrifft, so ist der Nachweis 
merklicher Mengen CO, unter den entwickelten gasférmigen 
Produkten hervorzuheben. Wenn man den Harn in ein ge- 
schlossenes Gefi8 bringt und in gewohnter Weise und gréBter 
Vorsicht die Gase durch Kalkwasser, das sich in einer Woulf- 
schen Flasche mit zwei Hilsen befindet, hindurchperlen 1laBt, 
so kann man beobachten, daB das Kalkwasser nach 3 bis 
6 Stunden triibe zu werden beginnt. Hierbei entsteht ein 
weiber, in Salzsiure léslicher Niederschlag. 

Die Triibung schreitet nach und nach fort und vermehrt 
sich, wenn man einige Minuten von CO, befreite Luft (ver- 
mittels eines Natronkalkturmes) hindurchleitet. Wenn man nach 
24 Stunden das triibe Kalkwasser wegnimmt und wechselt, er- 
scheint die Triibung von neuem und ebenso am _ nichsten 
und eventuell den folgenden Tagen, bis die CO,-Entwicklung 
aufbort. 

Ubereinstimmende Resultate haben die Bestimmungen des 
Kohlenstoffs der der Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds unter- 
worfenen Harne gegeben. Der Versuch wird folgendermafen 
ausgefiihrt: 

A. Wenn man in 10 bis 50 ccm Harn die Kohlenstoff- 
menge bestimmt hat, gieBt man in drei Glaser je die gleiche 
Menge Harn, Perhydrol Merck (die Halfte des Harnvolumens) 


und 4 bis 5 Mangansuperoxydkérnchen (in Hirsekorngr6Be). Die 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 24 
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Glaser bleiben dann bei gewéhnlicher Temperatur stehen. Man 
priift in den folgenden 2 bis 3 Tagen nacheinander den C-Ge- 
halt jeden Glases und findet, da8 der Kohlenstoff sich all- 
miahlich vermindert’). 

Der Verlust des Kohlenstoffs kann 2 bis 3 g und mehr 
pro Liter betragen, je nach der Dichtigkeit des Harnes, dem 
Ursprung usw. 

B. Man bringt (10 bis 50 cem) Harn mit einigen K6rnchen 
MnO, in den Kolben des Desgrezschen Apparats und laé8t durch 
einen Scheidetrichter mit Hahn 20 ccm H,O, einlaufen. Nach 
24 Stunden léBt man langsam einen Luftstrom hindurchgehen, 
bestimmt die absorbierte Kohlensiuremenge und darauf den 
zerstérten Kohlenstoff. 

Der Verlust schwankt zwischen den oben angegebenen 
Grenzen. 

Nachdem sich gezeigt hatte, daB eine Verbrennung einer 
gewissen Menge C stattfindet, muBte man die Bedingungen 
feststellen, unter denen die Wirkung des H,O, und Mn0O,, ohne 
den Harnstoff anzugreifen, erhdht werden kénnten. Die dies- 
beziiglichen Beobachtungen haben gezeigt, daB, wie zu er- 
warten war, die Temperaturerhéhung einen groBen EinfluB auf 
die Reaktion ausiibt. Und in der Tat, wenn bei gewéhnlicher 
Temperatur die Entwicklung der CO, schon aufgehért hat, be- 
ginnt, wenn man den Harnstoff und die Wasserstoffsuperoxyd- 
mischung erwirmt (Experimente zu A und B), die Gasentwick- 
lung von neuem und man kann leicht die weiter oxydierte 
C-Menge bestimmen. 

Die Erwirmung darf man nicht mit einer freien Flamme 
vornehmen, da der so behandelte Harnstoff sich zersetzt. Die 
wasserigen Harnstofflésungen (1 bis 3°/,ig) verindern sich bei 
einer solchen Behandlungsweise. Das Thermometer, in das den 
Harn enthaltende Rohr oder den Kolben gestellt, steigt bis 105 °, 
wahrend die auf dem Wasserbad auf 100° erwirmten Lésungen 
nicht zersetzt werden. 





1) Ich habe untersuchen wollen, wie sich der Harnstickstoff unter 
der Wirkung von H,0, verhalt. Bei den Untersuchungen unter den 
oben besprochenen Bedingungen erkennt man, daB die Menge des Ge- 
samt-N sich nicht verindert. Daraus darf man aber nicht schlieBen, 
daB H,0, keinen EinfluB auf die stickstoffhaltigen Kérper des Harns hat. 








SAE 
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Im niachsten Versuch wurden 0,046 g Harnstoff in 10 ccm destil- 
liertem Wasser gelést. Diese Lésung wird in den Kolben des Desgrez- 
schen Apparats mit 4 bis 5 Kérnchen MnO, getan, darauf fiigt man 
5 cem H,O, hinzu und erwarmt 3 Stunden im Wasserbade, wie oben 
angegeben ist. 

Die Resultate sind folgende: 
80 g = 12,9107 +- Natronkalkrohr I, 
80 g = 12,9107 + ~ 
0,0000 
70 g = 11,2431 + Natronkalkrohr II 
70 g = 11,2425 + ” 
0,0006 


Demnach hat sich noch keine CO, entwickelt'). 


Methode der quantitativen Bestimmung des verbrennbaren C 
mittels H,O, + MnO,. 

Auf Grund der Resultate der oben berichteten Untersuchungen ist 
die quantitative Bestimmung dieser Fraktion des Harnkohlenstoffs fol- 
gendermaBen ausgeiibt worden: 

Nachdem man den Desgrezschen Apparat, wie in der Figur gezeigt 
ist, vorbereitet hat, gieBt man zuerst in den Kolben 10 bis 30 ccm Harn 
und 3 bis 4 Kérnchen MnO,. Darauf léBt man 5 bis 15 ccm Perhydrol 
durch den Scheidetrichter einlaufen; nachdem letzterer geschlossen ist, 
setzt man ein kleines Wasserbad unter den Kolben, so daB derselbe bis 
an den Hals eintaucht. Dann erhitzt man ihn bis zum Sieden wahrend 
31/, Stunden; nachdem die Flamme entfernt worden ist, beginnt man Gas 
durchzusaugen, indem man wahrend 1/, Stunde den Luftstrom sehr lang- 
sam durch den Apparat gehen laB8t. Jetzt hat man nur die Apparate 
zu wiegen und die Menge des in dem Harn enthaltenen C zu berechnen. 

Die iibriggebliebene Quantitaét des Kohlenstoffes bestimmt man, 
indem man in gewohnter Weise eine Chrom-Schwefelsiuremischung auf 
den im Kolben sich befindenden Harn gieBt und mit freier Flamme er- 
warmt. Indem man ihn durch die Differenz des Gesamt-C des Harns 
berechnet, werden iibereinstimmende Resultate, wie untenstehende An- 
gaben erliutern, erhalten. Daher ist es unndtig, die direkte Bestimmung 
des Kohlenstoffrestes zu machen. 

Harn des Kranken Bett Nr. 1. Menge 1355 ccm. Spez. Gewicht 
1021 g. Glucose nicht anwesend. 

Bestimmung des Gesamt-C mit Chromsiure und Schwefelséure nach 
Desgrez (in 10 ccm): 


1) Thenard erklart in bezug auf die verschiedene Wirkung, die 
die Kérper auf die Zersetzung des H,O, ausiiben, da8 unter den orga- 
nischen Substanzen der Harnstoff ohne Einflu8 ist (Friedheim, An- 
organische Chemie 1, 133), 

24* 
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80 g = 11,5585 +- GeiBlerscher Kaliapparat 
80 4 = 11,2452 -- nr r 
0,3133 CO, 


60 g = 11,6226 + Natronkalkrohr 
60 g = 11,6051 + " 
0,0175 CO, 


Im ganzen haben die 10 com Harn 0,3308 g CO, ergeben, gleich 
0,09020 g C; infolgedessen pro Liter 9,020 g C. 

Bestimmung des durch H,O,-+- MnO, in 10 com Harn vermittels 
desselben Desgrezschen Apparates angreifbaren Kohlenstoffes: 


70 g = 3,9109 + Natronkalkrohr I 
70 g = 3,8119 + e 
0,0990 CO, 


70 g = 11,3480 + Natronkalkrohr IT 
77 g = 11,3401 + - 
0,0079 CO, 


Im ganzen haben 10 ccm Harn 0,1069 g CO, ergeben, gleich 
0,02915 gC; in einem Liter 2,915 gC, was 32,3°/, des Gesamt-C ausmacht. 

Bestimmung des nicht durch H,O,-+- MnO, angreifbaren Kohlen- 
stoffes mittels Chromsaure +- Schwefelsaure: 


70 g = 3,8719 + Natronkalkrohr I 
70 g = 38,6733 +- - 
0,2086 CO, 
70 g = 11,3401 +. Natronkalkrohr IT 
70 g = 11,3240 + * 
0,0160 CO, 


Im ganzen haben 10 com Harn 0,2247 g CO, ergeben, gleich 
0,06127 g C, infolgedessen pro Liter 6,127 g C, der nicht durch H,O, an- 
gegriffen wird, d.h. 62,5°/, des Gesamt-C. Der Gesamtkohlenstoff direkt 
bestimmt pro Liter betrigt 9,020 g. 

Der berechnete Gesamtkohlenstoffgehalt (aus dem mit H,O, oxy- 
dablen und den nicht angegriffenen Teilen zusammenaddiert) ergibt sich 
zu 9,022, mithin die Differenz zwischen den berechneten und gefundenen 


Werten: 
9,022 
— 9,020 


0,002 g. 


Die Resultate dieser Experimente fiihren zu dem Schlusse, 
da8 in dem Harn eine Fraktion des in dem Harnstoff nicht- 
gebundenen C besteht, die sich vom Sauerstoff in statu nascendi 
angreifen li®t und sich deutlich vom iibriggebliebenen C, der 
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sich nur durch die vollstandige Verbrennung des Harns er- 
mitteln lat, unterscheidet. 

Unter labilem C verstehe ich den Anteil, der sich mittels 
H,O, verbrennen laBt, unter stabilem C den Rest. 

Die Bezeichnungen lehnen sich an die fiir den EiweiB- 
schwefel gebrauchlichen an (labiler resp. stabiler Schwefel). 

Welche niitzliche Anwendung k6énnten die Studien des 
labilen C bieten? 

Das ist bis jetzt schwer zu sagen. Um die Bedeutung 
genau festzustellen, hat man noch ein weites Ziel vor sich. 
Man muB noch die Kérper, die direkt oder indirekt in den 
beiden Anteilen enthalten sind, genauer untersuchen, sowie auch 
Studien iiber die physiologischen (Alter, Geschlecht, Ernahrung, 
Ruhe, Arbeit, Anstrengung usw.) und pathologischen Bedingungen 
anstellen, die die Ausscheidung verandern. 

Eine Fraktion des Harnkohlenstoffs bewerkstelligt zu haben, 
ist aber der erste Schritt fiir die Lésung der Probleme der 
Physiopathologie der Ernahrung und die Diagnostik*)*)*)*). 


Bestimmung des taglichen Harnkohlenstoffs 
bei gesunden Personen. 


1. 
Krankenwiarter G.C. 38 Jahre. 











Kohlenstoff Stickstoff C 
seed eS a a 
8,823 13,408 0.6582 

10,087 12,648 0,7975 

\ 10,940 | 13,873 0,7165 
10,77 12,900 0,8348 

Durchschnittszahlen : 
10,205 13,207 0.7517 


1) §. Bondzynski und R. Gottlieb, Centralb]. f. med. Wiss. 1897. 

2) Ch. Bouchard, Répartition comparative dans les diverses émonc- 
toires, de l’azote et du carbone de l’albumine elaborée. Compt. rend. Soc. 
Biol., séance du 6 nov. 1897. 

3) Ch. Bouchard, Carbone urinaire et coefficients urinaires. Journ. 
de Physiol. et Pathol. gén. 1899. 

4) Voit, Die Gesetze der Zersetzung der N-haltigen Stoffe im Tier- 
kérper. Zeitschr. f. Biol. 1865. 
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IT. 
Krankenwarter L.S. 24 Jahre. 
Kohlenstoff |  Stickstoff Cc 
g ane N 
11,340 15,870 0,714 
11,978 15,620 0,766 
11,529 16,506 0,698 
8,471 13,542 0,6255 
7,989 12,951 0,6168 
12,281 15,510 0,8259 
9,290 12,978 0,7158 
12,807 15,654 0,8181 
Durchschnittszahlen: 
10,711 14,828 0,7225 


Bestimmung des C bei einer gesunden Person. 
Alter 24 Jahre, Kérpergewicht 59 kg, Stickstoffgleich- 
gewicht. 

Krankenwirter L.S. 




















= 3 ~~ = Unterschied Unterschied 
: 5 2 pe ott zwischen N Harn-| zwischen ab-| Harn- | ¢, 
GS-5 an h- . d d. Nahrung u.| stick-|sorbiertemN kohlen- — 
EZ -s| mca eon N d. Faeces’ stoff | und Harn- stoff | N 
< %S 8 Faces’ (absorb. N) | stickstoff 

— = | | 
"a 6 s g "ae ae eT 

2600 | 16 | 1,469 14,531 14,617 0,086 10,918 | 0,7462 


Quotient Ld in bezug auf Schwefel und Phosphor. 


Sa 
a 


(Durchschnitt der 5 Perioden der Experimente.) 

















en Cc | Gesamt-S Gesamt-P 
Ww s|:sCH,SO,) (P,0;) 
1 0,7866 | 3,792 | 2,070 
2 0,7379 4,382 | 2,048 
3 0,7342 4,260 2,005 
4 0,7740 4,291 2,182 
5 0.7622 | 4,616 2,060 


Allgemeiner Durchschnitt der Untersuchungen iiber 
den taglichen Harn bei gesunden Personen. 
~ Kohlenstoff | — Stickstoff c 
g . N 


10,611 14,217 0,74 
| ' 





























Uber die Milchsiurebildung bei der antiseptischen 
Organautolyse. 


Von 
Nicolaus Ssobolew. 


(Ausgefiihrt unter Leitung des a. 6. Professors Dr. O. v. Fiirth im 
Physiologischen Institut der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 13. November 1912.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Es ist seit langer Zeit bekannt, daB die postmortale Saue- 
rung der Organe auf Milchsaiurebildung beruht und daB die so 
vielfach studierte postmortale Saurebildung im Muskel nichts 
anderes als einen speziellen Fall dieses Vorganges darstellt, der 
im allgemeinen als Fortsetzung eines vitalen Prozesses angesehen 
wird. Aus zahlreichen Untersuchungen iiber die aseptische und 
antiseptische Autolyse geht zur Geniige hervor, da8 es sich 
dabei um einen enzymatischen Vorgang handelt und daB 
die dabei in Erscheinung tretende Saure als d-Milchsaéure 
anzusehen ist. Gelegentliche Beobachtungen iiber das Auftreten 
inaktiver Girungsmilchsaure dirften durch die Mitwirkung 
von Mikroorganismen ausreichend erklart sein. 

Was den Ursprung der Milchsaure betrifft, vermochte 
Tiirkel') im Wiener physiologischen Institute zu zeigen, daB 
eine glykogen- und zuckerfreie Leber kaum weniger Milchsaure 
liefert als eine glykogenhaltige, und daB auch Zusatz von Alanin 
und Inosit keinen wesentlichen Ausschlag in bezug auf die 


1) R. Tiirkel, Die Milchsdéurebildung bei der Autolyse der Leber. 
Diese Zeitschr. 20, 431, 1909. 
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Milchsiurebildung gibt. Ahnliche Beobachtungen liegen auch 
aus Salkowskis Laboratorium vor'). Zusammengehalten mit 
den Beobachtungen Embdens’) an kohlenhydratfreien Muskel- 
preBsaiften, sowie denjenigen Fletschers*) an zerkleinerten 
Muskeln und mit Versuchen aus Salkowskis Laboratorium ergibt 
sich die SchluBfolgerung, daB die postmortale Saiurebildung auf 
Kosten einer unbekannten Vorstufe, des , Lactazidogens“ 
Embdens erfolgt. Neuere Untersuchungen, insbesondere Emb- 
dens und seiner Mitarbeiter‘), lassen es sehr wahrscheinlich 
erscheinen, dab, ebenso wie der Zucker durch Alkaliwirkung 
mit der gréBten Leichtigkeit zur Milchsiure aufgespalten wird, 
auch die physiologische Glykolyse iiber die Milchsiure ver- 
lauft. Anscheinend diirfte ein Teil der im Organismus durch 
Zuckerspaltung entstandenen Milchsaure zu ,,Lactazidogen* um- 
gewandelt worden sein, das wiederum freie Milchsaure liefern 
kann. 

Eine Reihe von Untersuchungen, insbesondere solche aus 
Salkowskis Laboratorium und aus dem medizinisch-chemischen 
Institute zu Tokyo®) machen es wahrscheinlich, daB neben der 
Milchsaurebildung in den Geweben auch Vorginge der Milch- 
siurezerstérung einhergehen, die ein besonderes physiolo- 
gisches Interesse fiir sich in Anspruch nehmen. 

Es ergibt sich nun die Frage, ob wir berechtigt sind, auch 
die Milchsiurezerstérung in den Organen auf einen enzyma- 
tischen Vorgang zuriickzufiihren. Die in dieser Richtung vor- 
liegenden Beobachtungen erscheinen aus mehrfachen Griinden 
nicht ganz eindeutig. Salkowski hat die Aufmerksamkeit 
auf den Umstand gelenkt, daB man die Schwierigkeit. die 
Interferenz von Mikroorganismenwirkungen bei Autolvsever- 


1) G. Stein, diese Zeitschr. 40, 486, 1912. 

2) G. Embden und Fr. Kraus, XXVI. Kongr. f. innere Med. 1909. 
— G. Embden, Fr. Kalberlah und H. Engel, diese Zeitschr. 45, 
58, 1912. 

8) Fletscher, Journ. of Physiol. 43, 286, 1911. 

*) Embden und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 48, Heft 1 bis 2, 
September 1912. 

5) Saito und Yoshikawa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 1909. — 
Mochizuki und Arima, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 108. — Inouye 
und Kondo, Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 481. 
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suchen auszuschlieBen, friiher ganz bedeutend unterschitzt hatte, 
und da es auch bei Zusatz von Antisepticis der peinlichsten 
Einhaltung bestimmter Kautelen bedarf, um eine Triibung der 
Versuchsresultate zu vermeiden. 

Eine bis vor kurzem aber ginzlich iibersehene, wichtige 
Fehlerquelle bei der Milchsiurebestimmung in Organen ist 
von Mondschein’) im Wiener Physiologischen Institute auf- 
gedeckt worden. Es hat sich nimlich herausgestellt, daB die 
bisher vorliegenden Angaben iiber den Milchséiuregehalt der 
Muskeln und anderer Organe zu klein erscheinen, da etwa 
ein Drittel der vorhandenen Milchséiure beim Auskochen des 
Gewebes infolge EiweiBbindung im Koagulum verbleibt und 
der Bestimmung entgeht. Zwar kann die im Kochextrakte vor- 
handene Milchséure durch Titration (unter Anwendung von 
Phenolphthalein als Indicator) ausreichend genau bestimmt 
werden, da andere sauere Produkte neben der Milchsaure praktisch 
nicht in Betracht kommen, diese letztere aber durchaus in freier 
Form vorhanden ist. Will man nun aber auch den im Eiweib- 
koagulum enthaltenen Milchsaéureanteil der Bestimmung zuging- 
lich machen, so mu8 man derart vorgehen, da man das Koagu- 
lum durch Erwirmen mit Lauge verfliissigt, die albuminathaltige 
Lésung durch Zusatz gesattigter Kochsalzlésung enteiweiBt und 
die Milchsiure nach dem von Fiirth und CharnaB*) ausge- 
arbeiteten Verfahren ermittelt. 

Ich bin nun, einer Aufforderung Prof. v. Fiirths folgend, 
an die Aufgabe herangetreten, festzustellen, ob die von anderen 
Autoren beobachtete Milchsiureabnahme bei fortschrei- 
tender Autolyse auch dann nachweisbar ist, wenn man einer- 
seits jede Mitwirkung von Mikroorganismen mit Sicherheit ver- 
mieden hat und andererseits auch den beim Auskochen im EiweiB- 
koagulum verbliebenen Milchsaureanteil beriicksichtigt. Konnte 
es doch nicht von vornherein ausgeschlossen werden, daB die 
Milchsiureabnahme bei der Autolyse nur eine scheinbare sei 


1) Mondschein, Uber die quantitative Bestimmung von Milchsaure 
bei Gegenwart von EiweiBkérpern. Diese Zeitschr. 42, 105, 1912. 

2) Fiirth und CharnaB, Uber die quantitative Bestimmung der 
Milchséure durch Ermittluug der daraus abspaltbaren Aldehydmenge. 
Diese Zeitschr. 26, 199. 
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und etwa durch eine vermehrte Milchsaurebindung an die 
GewebseiweiBkorper infolge autolytischer Verinderung ver- 
ursacht werde. 

Ich ging nun bei meinen Versuchen folgendermaBen 
vor: Verschiedene in médglichst frischem Zustande aus dem 
Schlachthause bezogene Organe des Pferdes (Herzmuskel, Leber, 
Milz und Niere) wurden mit Hilfe der Fleischhackmaschine 
fein zerkleinert. Von dem Organbrei wurden Portionen zu je 
100 g abgewogen. In einer Portion jedes Organes wurde der 
Milchsaiuregehalt im frischen Zustande bestimmt. Die anderen 
Portionen wurden in Glasdosen von einem halben Liter Fassungs- 
raum, die mit einem eingeschliffenen Stépsel versehen waren, 
in je 200 ccm physiologischer Kochsalzlésung suspendiert; dazu 
wurde in reichlichem MaBe Chloroform und Toluol hinzugefiigt. 
Nach kraftigem Durchschiitteln wurden die Proben teils im 
Eisschranke, teils aber im Brutofen bei 40° aufbewahrt. Die 
letzteren Proben wurden tiaglich durchgeschiittelt; tiberdies 
wurde von Zeit zu Zeit neuerlich Chloroform hinzugefiigt. In 
gewissen Zeitabstanden wurde in den einzelnen Proben der 
Milchsauregehalt bestimmt. 

Ich ging dabei derart vor, daB ich den Inhalt des GefiBes 
in eine emaillierte Blechschale iibertrug und durch 10 Minuten 
langes Kochen koagulierte. Sodann wurde die Fliissigkeit durch 
ein Filter abgegossen, neuerlich Wasser hinzugefiigt, wiederum 
aufgekocht und der Vorgang im ganzen dreimal wiederholt. In 
den vereinigten Filtraten wurde der Milchsaéuregehalt durch 
Titration mit Phenolphthalein ermittelt. Um nunmehr auch die 
im Koagulum an EiweiB gebundene Milchsiuremenge zu be- 
stimmen, wurde, Mondscheins Vorgang entsprechend, das 
Koagulum durch Erwairmen mit 10°/,iger Natronlauge ver- 
fliissigt, das EiweiB durch Zusatz gesittigter Kochsalzlosung 
und von Kochsalz in Substanz beseitigt und im Filtrate nun- 
mehr die Milchséure nach Fiirth und Charna8 bestimmt. 
Zahlreiche Proben wurden vor der Verarbeitung durch Impfung 
auf Agar bakteriologisch gepriift. Dieselben erwiesen sich in 
allen Fallen als steril. 

Ich lasse nunmehr meine Versuchsergebnisse in tabellari- 
scher Form folgen. 
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1. Versuch. 






































Milchsaure 
Herz- = Ki 
Paver wi Datum | Tag Brutechrank) Risscheank 
Filtrat Filtra 
100,0 2.V. 1 0,378 0,378 
100,0 3. 2 0,396 0,378 
100,0 4. 3 0,432 0,382 
100,0 5 4 0,450 0,387 
100,0 6 5 0,480 0,396 
100,0 4 6 0,513 0,405 
100,0 9. 8 0,522 0,414 
100,0 13. 12 0,540 0,432 
100,0 18. 17 0,570 0,441 
100,0 28. 27 0,630 0,459 
2. Versuch. 
te Milchsiure e 
Herz- Brutechrank Kisechrank 
muskel Datum | Tag | — Ce Ay are 
? | amt- |... | Gesamt 
Filtrat Koagul. menge peat ieagel menge 
100.0] s.v. | 1 [054 | 015 | 069 [054 | 015 | 0,69 
100,0 | 15. 8 | 0,68 0,148 0,828 | 0,576) 0,144 | 0,720 
100,0 | 21. 14 | 0,72 0,146 0,866 0,594 | 0,147 | 0,741 
100,0 | 10. VI. 34 | 0,81 0,143 0,953 | 0,603 0,147 | 0,75 
100,0 | 25. 49 | 0,86 0,144 1,004 | 0,63 | 0,149 | 0,779 
100,0 9. VII. | 63 | 0,819; 0,14 0,959 | 0,612; 0,14 | 0,752 

















Aus den Versuchen 1 bis 5 ergibt sich folgendes: 

Die Milchsiurebildung bei der Autolyse ist zweifellos ein 
Vorgang, der unabhaingig von jeder Mitwirkung von 
Mikroorganismen vor sich geht. 

Die sich in dem autolysierenden Organe vollziehende 
Milchsaéureanhaufung schreitet langsam und kontinuierlich fort 
und erreicht unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen 
bei Brutofentemperatur ihr Maximum erst nach Ablauf von 
4 bis 7 Wochen. Dasselbe entspricht in unserem Falle in der Leber 
einem Quantum von 1,476, in der Milz von 1,026, im Herz- 
muskel von 0,86, in der Niere von 0,675 fiir je 100 g Organ- 
brei. (Fig. 1, S. 373.) Bei allen Versuchen von langer Dauer 
war im Brutschranke eine ausgesprochene Milchsaiureab- 
nahme wahrnehmbar. Dieselbe war nicht durch eine ver- 
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5. Versuch’). 


4. Versuch?). 


3. Versuch’). 
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1) Das Material der Versuche 3, 4 und 5 entstammt demselben Tiere. 


mehrte ‘Milchsaurebin- 
dung durch EiweiB8 vor- 
getauscht, tritt vielmehr auch 
bei Beriicksichtigung dieser 
letzteren in Erscheinung. Die 
Milchsiurebindung durch die 
Organproteide erfolgte in 
sehr konstantem AusmaBe, 
derart, daB von je 100 g 
Organbrei0,11 bis 0,15 Milch- 
siure derart gebunden wur- 
den, daB diese Milchsiure 
beim Auskochen nicht in die 
Flissigkeit iiberging, unab- 
haingig von der Dauer des 
Versuches und unabhiangig 
davon, ob die betreffende 
Probe sich im Eisschranke 
oder aber im Brutofen bei 
40° befunden hatte. Da- 
gegen erscheint die Gesamt- 
menge der bei der Autolyse 
entstehenden Milchsaure von 
der Temperatur des Me- 
diums in hohem Grade ab- 
hangig, derart, daB bei 
héherer Temperatur erheb- 
lich gréBere Milchsaure- 
mengen gebildet werden. 

In Anbetracht der Kon- 
stanz des eiweiBgebundenen 
Milchsadureanteiles gestattet 
die einfache Titration des 
Kochextraktes eines Or- 
ganes immerhin eine Orien- 
tierung iiber den Verlauf 
der Milchséurebildung. 

Der Umstand, daB bei 
unseren Versuchen das Maxi- 
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mum der Milchsaéurebildung im Organbrei erst in einem spateren 
Zeitpunkte in Erscheinung getreten ist, als dies bei Ver- 
suchen’) anderer Autoren der Fall war, diirfte in dem Um- 
stande seine Erklarung finden, daB die bei der Milchsaure- 
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Fig. 1. Autolyse 40°. 


bildung und -zerstérung offenbar mitwirkenden enzy matischen 
Vorgange durch die im Uberschu8 vorhandenen Antiseptica 
eine Abschwiachung erfahren haben. 








1) R. Frew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 15, 1909. — Inouye 
und Kondo, Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 481. — T. Kikkoji, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 53, 415, 1909. — R. Tiirkel. — G. Stein. 

















Die Abhingigkeit der Oxydasewirkung von Lipoiden. 
Von 
H. M. Vernon. 
(Aus dem Physiologischen Laboratorium der Universitat Oxford.) 
(Eingegangen am 24. Oktober 1912.) 
Mit 10 Figuren im Text. 


In einer friiheren Arbeit’) habe ich dargetan, daB die 
Oxydase der Nieren oder anderer Organe nach */, stiindiger 
Behandlung mit Methyl-, Athyl- oder Propylalkohol von ge- 
eigneter Starke iiberhaupt nicht angegriffen wird. Dagegen 
kann eine verhiltnismaBig geringe Erhéhung des Alkoholgehalts 
das Ferment zum gréBten Teil oder sogar vollstindig zerstéren. 
So wirkte z. B. eine 10 g-Mol 40 volumprozentigen Methylalko- 
hol enthaltende Lésung auf die Oxydase nicht ein, wahrend 
14 m-Methylalkohol sie gianzlich vernichtete. In einem anderen 
Falle fiihrte 4,8 m-Athylalkohol keine Veranderung herbei, 8,0 m 
bewirkte eine Hemmung der Enzymtatigkeit. Zwischen diesen 
Werten liegende Konzentrationen zerstérten entsprechende 
Mengen Oxydase. Die auf die Oxydasen einwirkenden Alko- 
holkonzentrationen waren jedesmal ungefihr 20mal so stark 
als die Konzentration, die bei Kaulquappen Narkose herbei- 
fiihrt. Wahrscheinlich besteht ihre zerstérende Kraft in einem 
Angriff auf die fiir die Oxydasewirkung wesentlich in Betracht 
kommenden Lipoide. In der vorliegenden Arbeit méchte ich 
die Wirkung anderer lipoidlésender Koérper auseinandersetzen, 
um fiir die Abhangigkeit der Oxydasewirkung von Lipoiden 
einen weiteren experimentellen Beweis zu erbringen. 


1) Vernon, Journ. of Physiol. 45, 197, 1912. 
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Versuchsmethode. 


Die untersuchte Oxydase war die Indophenoloxydase von 
Réhmann und Spitzer’), die die Oxydation einer Mischung 
von a-Naphthol und Paraphenylendiamin zu Indophenolblau 
herbeifiihrt. Die hier angewandte Methode, die schon an an- 
derer Stelle*) ausfiihrlich beschrieben ist, méchte ich hier nur 
kurz skizzieren. Eine abgewogene Menge des zerkleinerten 
Gewebes, im allgemeinen 0,5 g, wurde in einer Petrischale von 
8,8 cm Durchmesser mit 5 ccm des Reagens griindlich durch- 
mischt. 

Letzteres enthielt */}5;9 m-a-Naphthol und Paraphenylendia- 
min und 0,17°/, ('/,.m-)Natriumcarbonat. Das Gemisch wurde 
eine geraume Zeit, meistens 1 Stunde lang, bei ca. 17° der 
Oxydation iiberlassen, die dann durch Zufiigung von 10 ccm 
97°/,igem Alkohol unterbrochen wurde. Dies bewirkte auch 
gleichzeitig Extraktion des Indophenols, das sich in un- 
léslicher Form auf dem Organextrakt angesammelt hatte. Nach 
1/,stiindiger Extraktion wurde es abfiltriert und der Indo- 
phenolgehalt des Auszuges colorimetrisch durch Vergleich mit 
einer Testlésung bestimmt. Zur Herstellung dieser Standard- 
farblésung wurden 1,5 Teile des oben angegebenen Reagens 
mit 200 Teilen 50°/,igen Alkohols verdiinnt und einige Tage 
aufbewahrt, bis die Lésung das Maximum an Farbe, durch 
vollstindige Umwandlung in Indophenol, erreicht hatte. Da 
das Indophenol nicht sehr haltbar ist und nach ungefahr 
14 Tagen allmahlich verblaBt, so wurde jede Woche eine neue 
Normallésung hergestellt, in einer verschlossenen Testréhre 
aufbewahrt und nur so lange benutzt, als sie absolut ein- 
wandfrei erschien. Zum colorimetrischen Vergleich gof8 man 
eine gemessene Menge des Filtrats in eine andere Testréhre 
von genau demselben Durchmesser und verdiinnte sie, bis sie 
die gleiche Farbenintensitét wie die Testlésung zeigte. Die 
Farbe schwankt zwischen rotlichblau und violett. Durch ge- 
eignete Veranderung der Verdiinnungsfliissigkeit erzielt man 
leicht dieselbe Schattierung, wie sie die Normallésung aufweist. 


1) Réhmann und Spitzer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 
567, 1895. 
2) Vernon, Journ. of Physiol. 42, 402, 1411 und 48, 96, 1911. 
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Bei Alkohol allein stellt sich ein reines Violett ein, bei Wasser 
allein ein rétliches Rosa, bei Mischungen dagegen von Alkohol 
und Wasser gewahrt man Zwischenfarben. Man verfuhr nun 
so, daB8 die Standardlésung und das verdiinnte Filtrat iiber 
einem Blatt Papier, bei 6fterer Vertauschung der Stellung, be- 
ziiglich der Farbe verglichen wurden. Diese Methode erwies 
sich iiberraschend genau, ja die Einstellung auf Farbengleich- 
heit war zuverlassiger als bei Zuhilfenahme eines Colorimeters. 
Das Auge priift eben leichter und exakter, wenn die zu ver- 
gleichenden Farbenflachen groB, d. h. 50><17 mm sind als 
in Form kleiner Kreise mit einigen Millimetern im Durch- 
messer. 

Die Farbenvergleichung des verdiinnten Filtrats mit der 
Normallésung wurde ungefihr */, Stunde nach Zusatz des 
97°/,igen Alkohols zu dem Organbrei vollzogen. Wenn diese 
Zeit nicht strickt innegehalten werden konnte, wurde der ge- 
fundene Wert entsprechend korrigiert. Die Korrektur betrug 
nur -+- 3°/,, wenn die Extraktionszeit 20 Minuten, und — 3°/, 
bei 50 Minuten oder meistens ganz minimale Werte, so dab 
sie nicht bericksichtigt zu werden brauchte. 

In meinen schon verdffentlichten Arbeiten habe ich 
darauf hingewiesen, da8 es unbedingt nétig ist, die oben an- 
gegebenen Versuchsbedingungen ziemlich genau zu beobachten, 
um mit dieser Indophenolmethode zuverlissige quantitative 
Resultate zu erhalten. Ist das Reagens mehr oder weniger 
verdiinnt als gemaB unseren Angaben, so besteht kein direktes 
Verhialtnis zwischen der gebildeten Indophenolmenge und der 
Einwirkungszeit. Weicht man von der Proportion zwischen 
GréBe der Petrischalen und der Menge des verwendeten Rea- 
gens ab, so bedingt dies eine wesentliche Modifikation in der 
Bildungszeit des Indophonols. Nimmt man z. B. 20 ccm des 
Reagens anstatt der vorgeschriebenen 5 ccm, wodurch die 
Teilchen des zerkleinerten Gewebes vollstandig mit Fliissigkeit 
durchtrankt werden, so geht die Indophenolbildung nur in 
5mal der Zeit vor sich. Die Erklarung hierfiir ist die Tatsache, 
daB die Gewebe groBe Mengen reduzierender Substanzen ent- 
halten, die andauernd die Oxydation des Spitzerschen Reagens 
hemmen. Die Indophenolbildung kann also nur dann schnell 
von statten gehen, wenn die Gewebeteilchen der Luft aus- 
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gesetzt und mit einer diinnen Schicht des Reagens um- 
geben sind. 

Die Spitzersche Mischung oxydiert sich spontan zu In- 
dophenol in maBigem Tempo. Fast in allen meinen friiher 
beschriebenen Versuchen habe ich die Menge dieser spontanen 
Oxydation bestimmt und sie von der gefundenen totalen ab- 
gezogen. Sind nur kleine Mengen Oxydase in den Geweben 
vorhanden, so ist die bewirkte Gesamtoxydation durch den 
EinfluB der reduzierenden Substanzen geringer als in der Kon- 
trollésung. Folglich konnte man durch Auftreten von nega- 
tiven Werten auf Gegenwart von Oxydase mit Sicherheit 
schlieBen. In den im folgenden aufgefiihrten Versuchen wurde 
kein Abzug fiir die spontane Oxydation des Reagens gemacht 
und daher gefunden, daB, wenn sogar jede Spur Oxydase durch 
das Narkoticum zerstért war, doch noch eine geringe Menge 
Indophenol gebildet wurde. Sie betrug nur 5°/, oder noch 
weniger, wahrend das durch spontane Oxydation gebildete 
Quantum, bei Fehlen der reduzierenden Substanzen, gewéhn- 
lich 16°/, erreicht. 

Alle die zu beschreibenden Experimente wurden mit frisch 
entnommenen Kaninchennieren ausgefiihrt. Sie wurden sehr 
fein zerhackt, Portionen von je 0,5 g abgemessen, in kleine 
verschlossene Flaschen verteilt und mit 10 ccm Ringerscher 
Lésung, die das zu untersuchende Narkoticum enthielt, gut 
durchgeschiittelt. Nach */,stiindiger Einwirkung wurde das Nar- 
koticum aus den Geweben entfernt, indem man den Inhalt der 
Flaschen in Petrischalen mit Salzlésung auswusch und, nachdem 
sich die Gewebeteilchen zu Boden gesetzt hatten, die opales- 
cierende Fliissigkeit mit einer Pipette abgesaugt. Dann wurden 
etwa 20 ccm frische Salzlésung zugefiigt und nach 10 Minuten 
in gleicher Weise abpipettiert. Durch Schiefstellen der Petri- 
schalen tropften die noch restierenden Spuren der Kochsalz- 
lésung aus dem Gewebe ab. Nach */, Stunde Zusatz von 5 ccm 
des Reagens. Es wurden immer eine oder mehrere Kontroll- 
proben angesetzt, in welchen der Nierenextrakt */, Stunde lang 
mit Kochsalzlésung ohne Narkoticum belassen wurde. Die er- 
haltenen Resultate berechneten wir als Prozentwerte des in 
diesem Kontrollversuch gebildeten Indophenols. Die  wirk- 


liche, so gefundene Menge schwankte in verschiedenen Fallen 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 25 
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zwischen 14 und 22°/, des bei vollstandiger Oxydation des 
Reagens produzierten Quantums, doch in 42 der 50 verschie- 
denen ausgefiihrten Bestimmungen lag der Wert zwischen 15 
und 20°/,, oder er war ziemlich konstant. 


Einwirkung von Ketonen. 

Es wurde die Einwirkung von 5 verschiedenen Ketonen 
untersucht. Die erhaltenen Resultate bei 4 derselben sind in 
Fig. 1 zusammengestellt. In dieser Figur stellen die Ordinaten 
den Prozentwert des gebildeten Indophenols, bezogen auf die 
in der Kontrollprobe gefundene Menge, dar, die Abszissen die 
Konzentration des Ketons in g-Molekeln. In dieser und den 
folgenden Kurven sind die Werte in logarithmischen und nicht 
arithmetischen Reihen graphisch verzeichnet, so daB eine Ver- 
doppelung oder Halbierung der Konzentration durch gleiche 
Entfernung an jedem Teile der Skala veranschaulicht wird. 
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Wie hieraus ersichtlich, gibt Aceton, das Anfangsglied der 
Serie, die am schirfsten definierte Kurve (Fig. 1). Konzentrationen 
von 4 m (eine 23,2°/,ige Lésung) oder weniger wirkten entweder 
auf die Oxydase gar nicht ein oder steigerten ihre oxydierende 
Kraft nur in geringem Grade, wahrend 7 m-Aceton oder eine 
nur 1,75 mal so groBe Konzentration die Oxydase ganzlich ver- 
nichtete. Zwischenwerte bewirkten dementsprechende Effekte. 
Warum geringe Konzentrationen von Aceton das Oxydations- 
vermégen der Gewebe steigern, ist nicht zu ersehen, doch tritt 
dieses Phinomen nicht nur bei Aceton und bei zwei der anderen 
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gepriften Ketone auf, sondern bei fast allen der Narkotica, die 
zur Untersuchung gelangten. Vielleicht ist hier die Wirkung 
in physikalischen Momenten zu suchen, denn die mit nar- 
kotischer Lésung extrahierte zerhackte Niere schien sich mit 
dem Reagens besser zu vermischen als das unausgezogene Ge- 
webe, dessen Teilchen eher eine Tendenz zum Aneinanderhaften 
und Schwimmen an der Oberfliche zeigten. 
Methyl-Athylketon lieferte ein nicht ganz so scharfes, ein- 
deutiges Resultat. Erst wurde die Oxydase durch die 0,9 m-Lésung 
in ihrer Aktivitat gehemmt, doch vollkommen aufheben konnte 
sie erst eine Lésung mit 2.4m, d. h. eine 2,7 mal so groBe. 
Methylpropylketon und Diathylketon gaben fast parallele Kurven, 
wie man auch von vornherein erwarten durfte. Wahrscheinlich 


ist die wirkliche Ubereinstimmung gréBer, als die experimentellen 


Ergebnisse zur Anschauung bringen, da diese Ketone nur sehr 
schwer absolut frei von Verunreinigungen zu erhalten sind. So 
enthielt z. B. das Methyl-Athylketon zweifellos eine Spur einer 
etwas léslichen, verunreinigenden Substanz, die sich in einer 
fast gesittigten Lésung des Narkoticums nicht léste. Vor Ver- 
wendung der Lésung bei den in der Kurve verzeichneten Ver- 
suchen wurde diese Spur entfernt. Geschah dies nicht, so er- 
wies sich die Lésung der Oxydase gegeniiber wesentlich schad- 
licher: eine 1,4 m-Lésung zerstérte 48°, der Oxydase, anstatt 
der sonst zu erwartenden 17° 5. 

Das Diathylketon war in Kochsalzlésung nicht geniigend 
léslich, um eine die Oxydase ganzlich hemmende Mischung zu 
liefern. Das andere untersuchte Keton, Methyl-Phenylketon, oder 
Hypnon léste sich so wenig, daB eine gesattigte Losung nur 
20°), der Oxydasewirkung lihmte. Die hier auf Grund von 
Versuchen erzielten Ergebnisse geben wir in Fig. 2, zusammen 
mit denjenigen der zwei anderen gepriiften aromatischen K6rper, 
Phenol und Orthokresol, wieder. Bei Phenol ergab sich ein scharf 
prazisiertes Resultat (Fig. 2); die Oxydase sehen wir erst in ihrer 
Wirkung durch die 0,067 m-Lésung gehemmt und praktisch durch 
0,12 m oder eine 1,8 mal so groBe Konzentration vernichtet. 
Geringer Gehalt an Phenol wie auch an Orthokresol vergréBerten 
die Oxydationskraft der Gewebe um ca. 10° ,. 

Die fermentschadliche Wirkung dieser Narkotica wird viel- 
leicht am besten klar, wenn man die zur ZerstOrung von 


o-* 
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50°), der Oxydasenaktivitét n6étige Konzentration bestimmt; 


diese Werte sind in der zweiten Kolonne der untenstehenden 


Tabelle aufgefiihrt. Auch die in meinen schon verdffentlichten 
Abhandlungen fiir die aliphatischen Alkohole angegebenen Zahlen 
sind in die Aufstellung mit einbezogen worden. In der nachsten 


Spalte stehen die Quotienten von aufeinanderfolgenden Kon- 
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zentrationen von Ketonen und Alkoholen, zwischen 2,1 und 3,5 


schwankend, im Durchschnitt 2,8. 


Fiihner und Neubauer’) 


erhielten einen Durchschnittsquotienten von 3,0 fiir die Kon- 


zentration der einwertigen aliphatischen Alkohole, die die roten 
Blutkérperchen lackfarben machen, wahrend Fiihner*) Quo- 


tienten von 3,0 bis 4,5 fiir die Einwirkung dieser Alkohole auf 


verschiedene Organismen angibt. 





Narkoticum 





50°/, Oxydase | 
zerstérende | Quotient 
Konzentration 


Konzentration 


Verhiltnis 





Aceton 
[Methylithylketon ‘ 
Methylpropylketon 
Diathylketon . . . 
a a 

o-Kresol 
Methylalkohol 
Athylalkohol . . . 
Propylalkohol 
Butylalkohol . . . 








m-5,1 


0,042 
12,6 
5,9 
2,14 
0,66 





m-0,26 





20 
22 
33 
20 
17 
35 
22 
20 
19 
17 


1) Fiihner und Neubauer, Centralbl. f. Physiol. 20, 117, 1907. 
2) Fiihner, Zeitschr. f. Biol. 57, 465, 1912. 
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In der nachsten Spalte finden sich die Werte der narkoti- 
sierenden Konzentrationen, wie sie Overton’) fiir Kaulquappen 
ermittelt hat, und in der letzten das Verhiltnis zwischen den 
Oxydasewerten und den zur Narkose nétigen Konzentrationen. 
Wie aus der Tabelle hervorgeht, schwankte dieses Verhialtnis 
fiir drei der vier aufgezeichneten Ketone nur zwischen 20 und 22. 
Der fiir Methylpropylketon erhaltene Wert kann aus dem schon 
oben erérterten Grunde bis zum gewissen Grade unrichtig sein. 
Fiir Methylphenylketon ist es nicht méglich, ein Verhiltnis mit 
einiger Genauigkeit festzustellen. Wenn die in Fig. 2 gegebene 
Kurve mit der o-Kresolkurve parallel lauft, so miiBte eine 
0,056 m-Lésung zur Zerstérung von 50°), der Oxydase notwendig 
sein. Nach Overtons Angabe ist die narkotisierende Kon- 
zentration des Hypnons 0,00083 m resp 0,00104 m, so daB wir ein 
Verhaltnis zwischen 54 und 67 erhalten, also ein viel héheres 
als das bei den anderen Ketonen oder bei Phenol und o-Kresol 
beobachtete. Diese beiden aromatischen Alkohole weisen sehr 
weit auseinander liegende Werte auf, was wohl zum Teil darin 
seinen Grund hat, daBS Overton ihre narkotisierende Konzen- 
tration, die auf Genauigkeit Anspruch hatte, nur schwer fixieren 
konnte. Wie wir schon gesehen haben, sind die Oxydasekurven 
ganz eindeutig, und die 50°/,ige Oxydase liefert den Quotienten 
2,1. Dies ist ein viel wahrscheinlicherer Wert als der durch die 
narkotisierende Konzentration erhaltene von 4,4. 

Die Alkoholwerte bewegen sich zwischen 17 und 22 oder 
stimmen mit den Ketonzahlen iiberein, so daB wir den Satz 
aufstellen kénnen, daB in der Regel zur Zerstérung von 50°), 
der Nierenoxydase ungefahr das zwanzigfache der narkoti- 
sierenden Konzentrationen von Alkoholen und Ketonen er- 
forderlich ist. 

Einwirkung von Estern. 

Von den untersuchten Estern lieferten die Urethane die 
eindeutigsten Resultate. Ein Blick auf die Kurve in Fig. 3 
belehrt, da8 Athylurethan erst bei einer Konzentration von 1,1 m 
schadlich auf die Oxydase einzuwirken begann und. sie bei 
einem Gehalt von 2,4 m ginzlich zerstérte. Bei Methyl- und 
Propylurethanen entstehen Kurven mit fast ebenso scharfen 


1) Overton, Studien iiber die Narkose. 1901. 
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Profilen, nur haben ganz geringe Konzentrationen von Methy!- 
urethan aus noch unbekanntem Grunde eine gewisse Menge 
Oxydase vernichtet. Es wurden mit zwei Proben des Narkoti- 
cums Bestimmungen vorgenommen, wobei sich herausstellte, daB 
Lésungen von 1,4 m, 1,5m, 1,6m und 2,0m ausnahmslos 11 bis 
16°), der Oxydase abtéteten. Die 0,7 m-Lésung von Propylurethan 
war iibersattigt. Zur Auflésung aller Krystalle muBte sie ge- 
linde erwirmt werden; einige setzten sich wieder wihrend der 
halbstiindigen Einwirkungszeit auf den Nierenextrakt ab. 





Auch Phenylurethan ist in den Kreis der Untersuchungen 
gezogen worden. Eine 0,01 m-Lésung, die nach mehrstiindigem 
Stehen Krystalle bildete und demnach iibersattigt war, zerstorte 
, der Oxydase, wihrend noch verdiinntere Lésungen 
iiberhaupt keine Wirkung auf das Ferment ausiibten. Somit 
eriibrigten sich weitere Versuche mit diesem Ester. 

Die Ester der Fettsiuren lieferten keine solchen prag- 
nanten Resultate wie die Urethane. Aus der Kurve in Fig. 4 
ersieht man, da8 Athylpropionat anfangs einen schidigenden 
Effekt — in Konzentrationen von 0,08 m — der Oxydase gegen- 
iiber hatte. Eine gesattigte Esterlésung, 0,2 m enthaltend, ver- 
nichtete 85°/, der Oxydase. Bei Vervollstindigung der Kurve 
wiirde sich wohl ergeben, daB eine Konzentration von 0,23 m, 
also eine 2,9mal gréBere als die erste auf die Oxydase ein- 
wirkende das Ferment vollig inert gemacht haben wiirde. Der 
Einwirkungsbereich von Propylacetat und Athylformiat war nur 


nur 7°), 


um ein geringes gréBer als derjenige von Athylpropionat. Eine 
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gesattigte Lésung von Athylbutyrat zerstérte nur 40°/, Oxydase, 
doch die bei dieser, wie bei niedrigeren Konzentrationen, er- 
mittelten Zahlen scheinen darauf hinzudeuten, daB die zugehérige 
Kurve in ihrer Gestalt denen der anderen Ester analog ist. 
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Die bei Athylacetat gewonnenen Resultate waren in hohem 
Die an einem Tage bei derselben Nieren- 


Grade unstimmig. 
extraktprobe erhaltenen Werte stimmten zwar gut iiberein, 


doch wichen sie von denjenigen, die an einem anderen Tage 
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Fig. 5. 


bei einer anderen Probe gefunden wurden, in der Regel weit- 
Fiinf Reihen von Werten, von denen jede auf 
Grund einer verschiedenen Nierenprobe ermittelt war, sind in 


Fig. 5 zusammengestellt. Man sieht, daB 50°/, Oxydase durch 
0.29 m, 0,17 m, 0,14 m, 0,085 m und 0,045 m Athylacetat vernichtet 


gehends ab. 
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wurden, oder durch Mengen, die zwischen 1 und 6,4 schwankten. 
Die Erklarung hierfiir liefert wohl die Tatsache, daB die zer- 
kleinerten Gewebe eine Lipase enthalten, die diese Ester mit 
ziemlicher Schnelligkeit hydrolysiert. Wie spater noch gezeigt 
werden wird, tibt freie Essigsiure eine viel schadlichere Wirkung 
auf Oxydase aus als Athylacetat. Héchstwahrscheinlich beruht 
ein unbekannter Bruchteil der in diesen Versuchen beobachteten 
Oxydasevernichtung auf dem Einwirken der durch die Lipase 
in Freiheit gesetzten Essigsiure. Da die Menge der in den 
Geweben vorhandenen Lipase in bedeutendem Umfange eine 
schwankende GréBe ist, so ist infolgedessen die Menge der freien 
Saure dementsprechend eine wechselnde. So fand Sieber’) z. B., 
daB fiinf verschiedene Proben von menschlichem Lungenextrakt 
unter denselben Bedingungen 47, 37, 32, 25 und 19 Einheiten 
Athylbutyrat spalteten. 

Man kénnte erwarten, daB die wechselnden, bei Athyl- 
acetat gefundenen Werte bei den anderen untersuchten Estern 
noch anschaulicher in Erscheinung treten wiirden. So geben 
Kastle und Lévenhart*) an, daB Pankreaslipase Athylbutyrat 
schneller als Athylpropionat spaltet und letzteres schneller als 
das Acetat. Diese Erwartung bestatigt sich aber nicht, wahr- 
scheinlich weil die benutzten Konzentrationen gewohnlich nie- 
driger als die von Athylacetat sind und die in Freiheit ge- 
setzten Saéuren an Wirkung der Essigsiure nachstehen. Die 
meisten in Fig. 4 verzeichneten, fiir jeden Ester giiltigen Werte 
wurden an nicht mehr als zwei verschiedenen Extraktproben 
gewonnen und stimmten zufallig ziemlich gut iiberein. Einige 
Einzelbestimmungen, die an anderen Proben ausgefiihrt wurden, 
sind der Ubersichtlichkeit wegen in der Figur nicht aufgefiihrt. 
So lieferten z. B. zwei mit 0,07 m und 0,10 m Propylacetat vor- 
genommene Versuche 77 resp. 51°/, ige Oxydasewerte gegen- 
iiber 89 und 59°/,, die wir in der Figur verzeichnet sehen. 
Ein Versuch, der mit einer 0,1 m Athylpropionatlésung angestellt 
wurde, lieferte den Oxydasewert von 40°/, — die Figur weist 
dagegen 82°/, auf. Die Athylformiatzahlen, obgleich aus Ver- 
suchen an 3 verschiedenen Nierenproben resultierend, sind alle 


untereinander gleichlautend. 


1) N. Sieber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 177, 1908. 
2) Kastle und Lévenhart, Amer. Chem. Journ. 24, 491, 1900. 
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Bei anderen Narkoticis auBerhalb dieser Fettsiureester 
treten solche UnregelmaBigkeiten in den Resultaten nicht auf. 
In jedem Falle wurden wenigstens 2 verschiedene Nierenproben 
zur Untersuchung herangezogen, meistens sogar 3 oder 4, und 
stets fanden wir eine sehr befriedigende Ubereinstimmung der 
Werte. So gewannen wir die fiir Methylurethan experimentell 
gefundenen und angegebenen Werte an 6 verschiedenen Nieren- 
extraktproben, diejenigen fiir Athylurethan an 5. 

Die 50°/, Oxydase zerstérenden Esterkonzentrationen liefern 
Quotienten, die in den meisten Fallen mit denen fiir Ketone 
und Alkohole beobachteten iibereinstimmen. Der Quotient 2,6 
zwischen Athylbutyrat und Athylpropionat ist ein ganz normaler. 





Narkot. Ver- 
Konzentration hialtnis 


50°/, Oxydase 
Narkoticum zerst6rende | Quotient 
Konzentration | 








fiathylecsthee nid m-3,4 20 
Athylurethan . . 1,73 3'3 0,041 
|Propylurethan at 0,52 — — 
Athylformiat . . . 0,082 0,07 
Athylacetat . . .] 0,29—0,045 (2'5) 0,03 


pr = seer — 0,114 (2°1) 0,0105 11 


Athylpropionat . 0,139 2'6 0,0105 13 
, 0,0043 13 








Athylbutyrat. . . 0,054 


Doch nur bei den héchsten auftretenden Konzentrationen des 
Athylacetats erhalt man so normale Quotienten wie diejenigen 
zwischen diesem Ester und Athylpropionat oder Propylacetat. 
Wahrscheinlich ist dieser hohe Konzentrationsgrad der zuver- 
lassigste unter den beobachteten Werten, d.h. er ist dem An- 
griff der durch die Lipase freigemachten Essigsiure am wenig- 
sten unterlegen. Jedoch ist das Verhaltnis zwischen Athyl- 
formiat und Athylacetat ein ginzlich anormales, wahlt man 
nicht die niedrigste, 50°/, der Oxydase zerstérende Konzen- 
tration des Acetats. Die Athylformiatzahlen sind zweifellos un- 
gewohnlich niedrig, was man wohl dem Umstande zuschreiben 
muB, daB dieser Ester auBerordentlich leicht, ja schon durch 
reines Wasser hydrolysiert wird. Auch Kastle und Léven- 
hart fanden, daB Pankreaslipase ihn schneller als Athylacetat 
spaltet. 

Die von Overton erzielten, Narkose hervorrufenden 
Werte der Fettsiureester weisen im Gegensatz zu den Nieren- 
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oxydaseergebnissen ganz reguléire Quotienten, 2,3 bis 2,9, auf. 
Andererseits ist das Verhalten der Urethane insofern abnorm, 
als der Quotient zwischen Athyl- und Methylurethan 6,6 be- 
trigt. So bekommen wir kein konstantes Verhaltnis zwischen 
Oxydasewert und narkotisierendem Grenzwert, wie es bei den 
Ketonen und Alkoholen der Fall war. Da Overton keine Be- 
stimmung iiber den narkotischen Effekt des Propylurethans 
ausgefiihrt hat, ist ein Vergleich hier nicht méglich. 

Die Verhaltniszahlen zwischen Oxydase- und narkotisieren- 
dem Schwellenwert schwanken fiir Propylacetat, Athylpropionat 
und Athylbutyrat zwischen 11 und 13. Fir Athylacetat weicht 
das Verhiltnis nicht um viel ab, wenn mit der héchsten 
Oxydasekonzentration gerechnet wird. Bei Methylurethan be- 
trug es 13, so daB gegen den Durchschnittswert 20 fiir Ketone 
und Alkohole die Ester in der Regel nur den Wert 12 aufweisen 


Die Einwirkung von Chloroform und Ather. 


Die Wirkung von Chloroform auf die Oxydase ist schwere: 
als die der meisten anderen Narkotica zu ermessen, weil es 
sehr fliichtig und in Salzlésung nur wenig ldslich ist. Bei den 
Versuchen wurden 0,5 g Proben zerhackter Niere in Stopsel- 
flaschen von 30 ccm Inhalt mit den notwendigen Mengen 
Ringerscher Lésung versetzt, dann wurde eine fast gesittigte 
Chloroformsalzlésung unter die Normalsalzlésung gegossen, um 
das Gesamtvolumen der bendtigten Konzentration auf 20 cem zu 
bringen. Die Flaschen wurden in kurzen Zwischenriumen ge- 
schiittelt, um die Herstellung des Gleichgewichts zwischen dem 
Chloroform in den Gewebsteilchen und in der Salzlésung zu 
beschleunigen. Auch in den Versuchen mit den anderen Nar- 
koticis sind die Flaschen oft geschiittelt worden, worauf wir 
nicht speziell verwiesen haben, wenn auch nicht so haufig wie 
bei Chloroform. 

Die Konzentrationen der in den Versuchen gefundenen 
Werte sind aus aiuBeren Griinden in Fig. 6 mit 10 multipliziert 
worden. Die durch sie bestimmte Kurve weicht in der Gestalt 
etwas von den anderen Narkoticakurven insofern ab, als sic 
eine nur sehr allmahlich ansteigende, zerstérende Wirkung aut 
die Oxydase veranschaulicht. Eine mit Chloroform gesittigte 
Salzlésung liste 0,068 m-Chloroform auf und zerstérte 60°, Oxy- 
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dase. Eine nur wenig itibersattigte Lésung, die Chloroform in 
Suspension enthielt, vernichtete die gesamte Oxydase. 

Die Gestalt der Atherkurve ist ganz typisch und markiert 
das scharfe Einsetzen der hemmenden Wirkung auf das Ferment. 
Sogar gesittigte Atherlésungen zerstérten es nur zur Hiilfte. 





Ather 





G2 3 O% 


Fig. 6. 


Fir Chloroform betrigt der die Oxydase bis auf 50°, 
zerstorende Wert 0,06 m, fiir Ather 0,95 m; die entsprechenden, 


narkotisierenden Overtons lauten 0.0012 m und 0,07 m, wir er- 
halten also die Verhaltniszah! 50 fiir Chloroform und 14 fiir 
Ather. Die Ursache, warum der Chloroformwert so abnorm ausfillt, 
ist nicht aufgeklart, doch wenn man diejenigen Konzentrationen 
der Narkotica in Betracht zieht, die die Anfangsschidigung der 
Oxydase herbeifiihren, und nicht die bis auf 50°/, zerstérenden 
Werte, so erscheint die Abweichung nicht mehr ganz so un- 
verstindlich. Diese Konzentrationen betragen fiir Chloroform 
0.0145 m und 0,5 m fiir Ather oder sind 12 resp. 7mal so 
groB wie die entsprechenden Narkosewerte. 


Einwirkung von Aldehyden. 

Die Aldehyde der Fettsiurenreihe sind nicht echte Nar- 
kotica, wahrend Paraldehyd (C,H,O),, ein typisches Narkoticum. 
in Wirklichkeit gar kein Aldehyd ist. Diese Substanzen haben 
eine spezifische, ihnen eigentiimliche Wirkungsweise auf die 
Oxydase, die eine groBe Stiitze fiir die Annahme gewahrt, dal 
die Oxydasenlihmung eines echten Narkoticums von seinem 
EinfluB auf gewisse wesentliche Lipoidmembranen abhangt. 
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Aus den Kurven in Fig. 7 geht hervor, daB Formaldehyd 
einen héchst ausgedehnten Wirkungsbereich auf Nierenoxydase 
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besitzt. Der Effekt setzt 
bei einer 0,003 m-Konzen- 
tration ein und erreicht 
erst sein Maximum — 
d. h. die véllige Zerstérung 
des Enzyms — bei einer 
4 m-Lésung oder einer 
1330 mal so groBen Kon- 
zentration. Auch Propyl- 
aldehyd, obgleich dem 
Formaldehyd in_ seiner 
Wirkungsstirke weit nach- 
stehend, weist einen be- 
deutenden Umfang auf. 
Eine 0,04 m-Konzentration 
bewirkt den ersten schad- 
lichen EinfluB und eine 
solche von 1,6 m oder 
40 mal so hohe die véllige 
Zerstérung der Oxydase. 
Bei Acetaldehyd tritt die 
erste zu verzeichnende 
Schadigung bei einem Ge- 
halt von 0,3 m auf, die 
ganzliche bei einer 8 mal 
so groBen = 2,4m. Das 
Narkoticum par excellence 
aber, Paraldehyd, ist in 
seinem Wirkungsbereich 
ebenso scharf umgrenzt 
wie fast irgend eines der 
friiher untersuchten Nar- 
kotica. Einsetzen der Hem- 
mung findet bei 0,6 m 
statt, und aus der Kurven- 


form laBt sich ermitteln, daB die maximale bei einer 1,1 m 
oder 1,8mal so groBen zustande kommen wiirde. Eine ge- 
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sittigte Paraldehydlésung enthalt nur 0,83 m des Narkoticums, 
doch die Kurve ist so eindeutig in ihrem Verlauf, da8B man 
ohne Schwierigkeit den theoretisch zu berechnenden Punkt der 
volistindigen Oxydasezerstérung mit einiger Genauigkeit be- 
stimmen kann. 

Der 50°), ige Oxydasewert das Paraldehyds liegt bei 0,8 m, 
wahrend der von Overton ermittelte narkotisierende Grenz- 
wert 0,025 m betrigt, so daB das Verhiltnis 32 zwischen beiden 
sich ergibt. Fiir die anderen Aldehyde ist ein analoger Ver- 
gleich unméglich, weil sie, wie schon oben erwahnt, nicht als 
Narkotica wirken. 


Einwirkung von Sauren und Alkalien. 
Wahrscheinlich stehen die Aldehyde in bezug auf ihren 
weitausgedehnten Wirkungsumfang nicht vereinzelt da, dasselbe 
wird fiir die meisten Gifte auBer den lipoidléslichen zutreffen, 
sicherlich fiir die Saéuren und Alkalien, wie die Kurven von 
Fig. 8 lehren. So entfaltete Essigsiure seine erste schiidliche 
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Fig. 8. 


Wirkung auf die Oxydase bei einer 0,011 m-Konzentration und 
fiihrte véllige Lahmung des Fermentes bei 0,13 m oder 12 mal 
so starken herbei. Fiir Milchsaiure sind die Grenzwerte 0,0019 m 
und 0,032 m, sie verhalten sich also wie 1:17. Den gréBten 
Wirkungsbereich von allen weist Ammoniak auf: eine 0,005 m- 
Lésung zerstért 3°/, Oxydase, eine von 0,41 m nur 61°/,. Aus 
der Gestalt der Kurve laBt sich vermuten, daB die Grenzwerte 
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dieses Alkalis sogar noch weiter auseinander liegen als die fiir 
Formaldehyd gefundenen. 

Die 50°, der Oxydase zerstérende Konzentration von 
Essigsiure betriigt 0,029 m, wihrend die entsprechende fiir Athy|- 
acetat zwischen 0,085 m und 0,29 m schwankte. Daher wiirde 
Spaltung eines verhaltnismaBig geringen Bruchteils des Esters 
durch die intracellulare Lipase geniigen, um die unerwartet 
groBbe Menge der in den Esterversuchen zerstérten Oxydase zu 
erklaren. Ein wirklicher Beweis fiir das Zustandekommen 
einer solchen Hydrolyse konnte indirekt erbracht werden. In 
all den bisher beschriebenen Versuchen lieB man das Narkoti- 
cum 30 Minuten lang auf den Nierenextrakt einwirken, doch 
erreicht die Oxydasezerstérung ihren Grenzwert noch nicht in 
dieser Zeit. Wie aus den in Fig. 9 verzeichneten Angaben eriellt. 
wobei die Einwirkungsdauer sich zwischen 10 und 120 Minuten 
erstreckt, ist der Effekt der Narkotica anfangs ein rapider und 
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Fig. 9. Fig. 10. 


wird dann immer langsamer. Wir kénnen jedoch aus der Form 
der Kurven den SchluB ziehen, da8 ihre Wirkung in gewissem 
Grade noch nach 2 Stunden fortdauern wiirde. In Fig. 10 
sind die bei Athylacetat ermittelten Resultate graphisch dar- 
gestellt und weichen, wie ein Blick darauf iiberzeugt, betricht- 
lich von den bei den anderen Narkoticis erzielten ab. In den 
mit 0,12 m-Athylacetat angestellten Versuchen war nur geringe 
Oxydasehemmung in der ersten halben Stunde bemerkbar, ging 
dann wesentlich schneller vor sich, was vermutlich auf der Frei- 
machung von freier Siure beruht. Bei 0,16 m-Acetat wurden 
48°), der Oxydase in der ersten halben Stunde zerstért 


und 34°), in der zweiten. Diese 34°), stellen 65°), der ge- 
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samten, nach der ersten halben Stunde unzerstért gebliebenen 
Oxydase dar, oder das Tempo der lihmenden Wirkung miiBte 
bedeutend schneller als im Anfang gewesen sein. Nach 117 Mi- 
nuten, und vermutlich schon friher, war die Oxydase vollig 
vernichtet. 

Allgemeine Schliisse. 

Die Konzentrationen, bei denen einige der untersuchten 
Narkotica den Anfangs- und Endpunkt ihrer schadlichen Wir- 
kung auf Nierenoxydase zeigen, sind gelegentlich angegeben 
worden. Zwecks eines vollstandigen Vergleichs aber sind die 
Werte der ganzen Reihe in der nachstehenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 





Anfang der 

schadlichen | 

Wirkung der | 
Oxydase 


Zerstérung 
der 
Oxydase 


Wirkungs- 
umfang 


Methyalkohol Ao CONS 3 0 m-14,0 1—1,33 
Athylalkohol . oe a a R 8,0 1,67 
Propylalkoho! tk Ah 5 2,75 1,83 
Butylalkohol. ...... iy 0,9 28 
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yPhenol .. oot eee © 067 0,12 
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6 + » «.-% 2 0,0019 0,032 17 
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Die aus meiner friiheren Arbeit ermittelten Werte fir ein- 
wertige Alkohole stehen voran, denn sie lassen erkennen, daf 
der Wirkungsumfang eines Narkoticums mit seinem Molekular- 
gewicht in nachster Beziehung steht. So fanden wir von 
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allen Narkotica fiir Methylalkohol den am engsten begrenzten 
und darauf folgend den fiir Athylalkohol. Bei Propylalkohol 
erstreckte er sich weiter als bei Athylalkohol, bei Butyl- 
alkohol in noch gréBerem MaBe. Die in der Reihe folgenden 
Alkohole hatten vermutlich noch einen ausgedehnteren Bereich, 
denn bei Heptylalkohol, C,H,,0, verhielten sich die Grenzwerte 
wie 1:10. Die anderen gepriiften homologen Reihen zeigten 
mit ansteigendem Molekulargewicht keine groBe Verinderung 
in bezug auf Ausdehnung ihrer Wirkungsmdéglichkeit. o-Kresol 
hatte eine gréBere als Phenol und die héheren Glieder der 
Ketonreihe eine ausgesprochen grdBere als Aceton, doch wies 
Methylathylketon, vielleicht auf Grund vorhandener Verunreini- 
gungen ein gréBeres Bereich als Methylpropylketon auf. Die 
drei Urethane hatten jedoch praktisch dasselbe Wirkungsgebiet, 
wenn man als den richtigen Anfangseffekt von Methylurethan 
bei einer 2 mol. Konzentration den Punkt, wo die Kurve jah 
absinkt, betrachtet. Die Fettsiureester weisen, soweit sie zur 
Untersuchung gelangten, einen dem zunehmenden Molekular- 
gewicht indirekt proportionalen und sich verringernden Bereich 
auf. Der Umstand, daB die drei Narkotica mit den héchsten 
Konzentrationswerten, namlich Methyl-, Athylalkohol und Aceton, 
die niedrigsten Verhaltnisse, wihrend umgekehrt die zwei mit 
den niedrigsten — Chloroform und Heptylalkohol — die héch- 
sten Verhiltniszahlen zeigen, scheint darauf hinzudeuten, da8 
das Verhaltnis in direkter Beziehung zum Molekulargewichte 
steht, ganz unabhingig davon, ob die Narkotica Glieder homo- 
loger Reihen sind. Die Zwischenwerte lassen sich jedoch nicht 
mit dieser Behauptung in Einklang bringen. Wenn man von 
dem unzuverlassigen Fettsiurewert absieht und den Rest in 
zwei Gruppen teilt, so findet man auf der einen Seite solche 
Narkotica, die in Konzentrationen zwischen 2 m und 0,5 m wirken 
und ein Durchschnittsverhaltnis 2,4 aufweisen, auf der anderen 
solche mit Konzentrationen zwischen 0,32 m und 0,026 m, mit 
dem Verhiltnis 2,5. 

Betrachten wir die Narkotica im ganzen, so sehen wir bei 
14 von den 20 untersuchten die Verhiltniszahl 2,9 oder eine 
kleinere, und daB in der groBen Mehrzahl der Fille die Nar- 
kotica bis zu einer gewissen Konzentration entweder gar keine 
Wirkung auf die Nierenoxydase ausiibten oder ihre Oxyda- 











Abhangigkeit der Oxydasewirkung von Lipoiden. 393 


tionskraft um ein geringes erhdhten. Dann kommt plotzlich der 
Augenblick des schidigenden Effekts, der sich fortan steigert, 
bis die Konzentration das Doppelte oder Dreifache der anfing- 
lichen erreicht und die Oxydase vollig vernichtet ist. Wie ich 
bereits in meiner friiheren Arbeit dargetan habe, sind die Kon- 
zentrationen von Athyl-, Propyl- und Butylalkohol, die den be- 
ginnenden hemmenden EinfluB auf die Nieren-, Herz- oder Ge- 
hirnoxydase zeigen, um weniges hoher als die von Neubauer 
und Fiihner gefundenen Mengen, die Lackfarbung der roten 
Blutkérperchen hervorrufen. Mit diesen letzteren fast identisch 
sind aber die schadlichen Konzentrationen in bezug auf die Leber- 
oxydase. Folglich lag die Vermutung nahe, daB die Einwirkung der 
Alkohole in der Auflésung einer bestimmten wesentlichen Lipoid- 
membran besteht. Vielleicht ist es eine Membran, die die Oxy- 
genase- und Peroxydaseenzyme der Gewebe zusammenhalt und 
ihr gemeinsames Wirken erméglicht. Die vorliegenden Re- 
sultate bestitigen diese Hypothese insofern, als bei anderen 
Narkoticis dasselbe Verhalten wie bei den Alkoholen nach- 
gewiesen werden konnte. 

Diese Abhangigkeit der Oxydasen von Lipoiden unter- 
scheidet sie von den meisten, wenn nicht allen anderen Enzymen. 
Denn wie allgemein bekannt ist, wirken die gewdéhnlichen 
proteolytischen, amylolytischen und lipolytischen Enzyme in 
mit lipoidléslichen Antisepticis gesattigten Lésungen, wie z. B. 
Chloroform, Toluol und Thymol durchaus normal. Eine Aus- 
nahme bildet die Zymase. Buchner’) fand, daB der gréBte 
Teil der von ihm gepriiften lipoidléslichen Substanzen die 
Garung von HefepreBsaft bedeutend verlangsamte. 14°/, Aceton 
(2,4 m) und Athylalkohol (3,0 m) verringerten sie um 80°), 
0,5°/, Phenol (0,053 m) um 40°/,. Andererseits schien gesittigtes 
Chloroform sie nicht zu beeinflussen; ein iiberaus groBer 
Chloroformiiberschu8 setzte sie um 64°), herab. Warburg 
und Wiesel?) haben kiirzlich nachgewiesen, daB der hemmende 
Einflu8 der Glieder homologer Reihen auf HefepreBsaft, wie die 
aliphatischen Alkohole, die Ketone, Urethane und Nitrile, mit 
ansteigendem Molekulargewicht rapid in die Hohe geht. So 


1) Buchner, Die Zymasegirung von E. Buchner, H. Buchner und 
M. Hahn, Miinchen 1903. 
2) Warburg und Wiesel, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465, 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 26 
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iibten z. B. 0,2 m-Isoamylalkohol einen schidlicheren EinfluB als 
5 m-Methylalkohol. Nach den letztgenannten Autoren liegt der 
Grund hierfiir in dem Umstande, daB8 diese Substanzen in dem 
HefepreBsaft einen Niederschlag herbeifiihren, der sich, je hoher 
die Glieder der homologen Reihe ansteigen, starker ausprigt. 
Doch scheint es unwahrscheinlich, daB die Lipoidmembranen 
dieselbe Rolle bei der Tiatigkeit der Zymase wie bei der 
Oxydase spielen, da die Wirkung dieser Narkotica auf Zymase 
eine reversible zu sein scheint. So beobachteten Warburg 
und Wiesel, da die Garung von Acetondauerhefe durch 
Glieder der oben erwahnten homologen Reihen dhnlich wie 
der PreBsaft geschidigt wurde. 3,5 m-Athylalkohol (16°), ige 
Lésung) fiihrten eine vdéllige Paralyse herbei. Im Gegensatz 
hierzu konnte ich konstatieren, daB Acetondauerhefe nach 
17stiindigem Verweilen in einem 10fachen Volumen reinen 
Athylalkohols absolut ungeschidigt blieb. Nach AbgieBen des 
Alkohols und Zusatz von Dextrose und Wasser ging eine gleich- 
miBige CO,-Bildung in fast ganz demselben Tempo vor sich 
wie in einem Kontrollversuch, in dem die Hefe keine Alkohol- 
behandlung erfahren hatte. Nun fand ich aber, da8 8 m-Athyl- 
alkohol (37°), ige Lésung) die Gewebsoxydase giinzlich inaktiviert. 
Der absolute Alkohol muB also, auBer in dem Falle, daB er in 
die Wiinde der Hefezellen nicht einzudringen vermochte, alle 
solche Lipoidmembranen zerstért haben, die denjenigen, bei 
der Oxydasetitigkeit mitspielenden, vergleichbar sind. Da8 
ein Teil des Alkohols in die Hefezellwainde eingedrungen ist, 
scheint durch die Versuche von Warburg und Wiesel iiber 
die Gairung von Acetondauerhefe ohne Zweifel bewiesen. 


Zusammenfassung. 

Wenn zerhackte Niere — oder ein anderes Gewebe — 
1/, Stunde lang in einem Gemisch mit einem Narkoticum von 
irgendwelcher, bis zu einer gewissen Starke ansteigenden Kon- 
zentration verweilt, so findet man, nachdem das Narkoticum aus- 
gewaschen ist, die oxydierende Kraft der Gewebe einer Mischung 
von a-Naphthol und p-Phenylendiamin gegeniiber entweder un- 
beeintrichtigt oder etwas erhéht. Bei gréBerer Konzentration 
des Narkoticums erleidet die Oxydase Schidigungen. Kon- 
zentrationen, die das Doppelte oder Dreifache der die Anfangs- 
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wirkungen herbeifiihrenden betragen, zerstérten sie vollstandig. 
So wird die Oxydase durch 4,0 m-Aceton zuerst angegriffen, 
durch 7,0 m vernichtet. Bei Athylalkohol erfolgt der Angriff bei 
4,8 m, die Zerstérung bei 8,0 m; Phenol fangt mit 0,067 m an, 
eine Wirkung zu entfalten, mit 0,12 m tritt vollstandige Hem- 
mung ein; 1,1 m-Athylurethan sind erforderlich zur ersten Ein- 
wirkung, 2,4 m zur ganzlichen Lahmung. 

Die Konzentrationen der einwertigen aliphatischen Alkohole 
und Ketone, die 50°), der Oxydase paralysieren, betragen un- 
gefihr das 20fache der entsprechenden fiir Kaulquappen nar- 
kotischen Konzentrationen. Bei den Fettsdiureestern und 
Methylurethan sind sie 12 mal so groB wie die entsprechenden 
Narkosewerte. 

Gifte, abgesehen von den lipoidléslichen Stoffen, haben 
einen viel ausgedehnteren Wirkungsbereich auf die Oxydase. So 
ist die Formaldehydkonzentration, welche die Oxydase gianzlich 
inaktiviert, 1330 mal so groB wie die zuerst einwirkende, bei 
Propylaldehyd verhalten sich diese Grenzwerte wie 1:40. Fiir 
das typische Narkoticum, Paraldehyd, lautet es dagegen nur 
1:1,8. Der Wirkungsumfang von Ammoniak ist sogar noch 
weiter als von Formaldehyd, wahrend Essig- und Milchsiure 
denjenigen der meisten Narkotica um ca. das 5fache iiber- 
treffen. 

Die Konzentrationen der Narkotica, welche die Anfangs- 
wirkung verursachen, sind nur wenig hoéher als diejenigen, 
welche rote Blutkérperchen lackfarben machen. Daraus laBt 
sich die Folgerung ableiten, daB die Wirkung der Indo- 
phenoloxydase von Lipoiden abhangig ist, vielleicht 
von Lipoidmembranen, welche die Gewebsoxygenase 
und Peroxydase zusammenhalten und ihre gemein- 
same enzymatische Tiatigkeit erméglichen. 


26* 














Die katalytische Wirkung der Eisensalze bei der Leber- 
autolyse. 


Von 
Luigi Pollini. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Clinica delle malattie professio- 


nali dei RR. Istituti clinici di perfezionamento di Milano.) 


(Eingegangen am 21. November 1912.) 


Preti’) hat nachgewiesen, daB die Salze mancher Metalle 
(Eisen, Mangan, Blei, Platin, Aluminium, Kobalt, Kupfer, Na- 
trium) die Eigenschaft besitzen, die Leberautolyse zu beein- 
flussen, und zwar wird diese durch die Eisen-, Mangan-, Blei-, 
Platin- und Kobaltsalze begiinstigt, durch die Kupfer- und 
Natriumsalze hingegen behindert. 

Diese Ergebnisse hatten nun aber zu noch anderen Unter- 
suchungen angeregt, die den Zweck verfolgten, zu ermitteln, 
auf welche stickstoffhaltige Fraktionen die genannten Salze 
ganz besonders einwirken. Schon in einer nachtraglichen Arbeit 
hatte sich Preti*) daran gemacht, diese Einwirkung festzustellen. 
Seine Versuche beziehen sich auf die Bleisalze: es ergab sich, 
daB durch Zusatz von kleinen bzw. mittleren Dosen der Salz- 
lésung zu Leberbrei die Bildung des Gesamtstickstoffes sowie 
des N der Monoaminosauren und der Purinbasen geférdert, 
durch Zusatz von starken Salzmengen hingegen gehindert wurde, 
und daB die Albumosen durch einfache Autolyse abnahmen, 
wihrend sie durch Zusatz von schwachen, mittleren und starken 
Mengen von Bleisalzen eine fortschreitende Zunahme erfuhren. 

Im Hinblick auf die Wichtigkeit dieser Frage habe ich es 
fiir zweckmaBig gehalten, die Untersuchungen in dieser Richtung 
fortzusetzen, um zuniachst die Wirkung festzustellen, die manche 





1) Preti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 60. 
2) Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58. 
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Eisensalze auf die nach MaBgabe der hierbei erfolgenden Bil- 
dung des Gesamtstickstoffes, des N der Monoaminosauren, der 
Albumosen und der Purinbasen bewertete Leberautolyse aus- 
zuiiben vermégen. Die von mir zu den Versuchen verwendeten 
Salze waren Ferrisulfat, Eisenchlorid, Eisencitrat und 
Eisenlactat; als Versuchsmaterial benutzte ich Kalbsleber. 
Das hierbei angewandte Verfahren ist das gleiche wie das von 
Preti befolgte. 


Ferrisulfat. 


100 g Kalbsleber +- 500 cem physiol. Kochsalzlésung + 5 ccm 
Chloroform + ®/,9-Lésung Eisenoxydsulfat. 

Nach dreitaigigem Verweilen im Thermostaten bei 37° wurde das Ge- 
menge mit 500 ccm destilliertem Wasser versetzt, hierauf behufs Entfernung 
der gerinnbaren EiweiBstoffe mit 5°/,iger Essigsiure schwach angesauert 
und zum Sieden gebracht. Nach erfolgter Abkiihlung wurde das Ganze 
auf das erforderliche Volum gebracht und filtriert. Dem Filtrat wurden 
800 cem entnommen, im Wasserbad auf 400 ccm eingedampft und aber- 
mals filtriert. In 20 ccm des Filtrats wurde der Gesamtstickstoff, in 
50 der N der Monoaminoséuren, in 50 der N der Albumosen und in 
100 der N der Purinbasen bestimmt. 
































Tabelle I. 

; ' Mono- Purin- 

Probe- Bouse Ferrisulfat- | Cesamt- amino- basen- 
nummer rer d lésun, a siuren-N | N 

Autolyse | _— 
g es foe. 

1 0 0 0,224 | 0,078 | 10,10 

2 3 Tage 0 | 0,367 | 0,162 | 66,26 

3 3 » | NeN2eem| 0,367 | 0,157 | 64,02 

4 es . Be 0378 | 0,162 | 68,46 
5 “a . 8 0,387 | 0,151 | 66,83 

Tabelle IL. 

; Mono- | Purin- 

Probe- | Dever Ferrisulfat- | Gesamt | amino. |  basen- 
nummer | a utolyse | lésung 7 | siuren-N | N 
' Rk Saat, Sas 

1 o | 0 0,214 0,080 | 35,87 

2 3 Tage | 0 | 0,488 0,198 | 70,20 
3 3» Wso-N 10 com! 0,448 0,162 78,06 
4 3 os » 25 » | 0,494 0,249 | 78,62 
5 3» r 50 » 048 | — | — 
6 3 on » 100 » | 0,668 0,298 | 134,78 
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Tabelle IIL. 





é Mono- Purin- 
Ferrisulfat- Gesamt- amino- | basen- 
lésung ‘ siuren-N N 


‘ g ‘ mg 


0 0 0,244 0,105 37,0 
3 Tage 0 | 0,438 0,204 
3 Myy-N 25 ccm) 0,477 0,228 
8 » n 50 » 0,555 0,268 
{ r 100 » 0,601 0,359 


Dauer 
der 
Autolyse 


Probe- 
nummer 











Tabelle IV. 
. Mono- | Albu- | Purin- 
Probe- Ferrisulfat- amino- | mosen- | basen- 
num- lésung N sauren-N | N N 
mer | Autolyse 

ge | mg 








mg 








0 0,089 | 101,00 | 32,1 
| 0 0,395 0,181 | 89,80 73,5 
® 1/,5-N 25 ce 0,421 0,227 | 113,98 76,3 
n | » 50 » 0,495 0,259 98,80 78,6 





» 100 » 0,558 0,350 101,08 78,6 
» 200 » 0,640 — | 113,05 _ 








Tabelle V. 








| | Mono- Albu- 


Probe-| Dauer 
num- der 
mer |Autolyse 


la ; 
Ferrisulfat- | Comee t | amino- | mosen- 


lésung N séuren-N N 
rt g | mg 
o | 0 | 0.298 | 0101 | 111,90 | 376 


3 Tage | 0 | 0396 | 0,185 | 9097 | 65,1 
9 1/yo-N 25 ecm 0,448 0,202 —_ 69,6 
» | » 50 » | 0,505 | 0,243 | 9210 | 746 











» 100 » 0,553 0,271 92,10 | 75,2 
» 200 » | 0,693 0,384 | 99,9 | 64,5 





Aus den in der Tabelle I bis V mitgeteilten Protokollen 
ergibt sich nun folgendes: 

Durch Zusatz von ®/,,-Eisensulfatlésung zu 100g Leber- 
brei in einer Dosis von 5 bis 200 ccm wird die Leberautolyse 
begiinstigt. So sind die durch Zusatz von wachsenden Dosen 
von Ejisensulfat (Eisenoxydul) erhaltenen Mengen des Gesamt- 
stickstoffes im einzelnen gréBer als die bei den Kontrollen sich 
herausstellenden und nehmen auch von den nur geringe Mengen 
enthaltenden Proben bis zu den gréBere Mengen enthaltenden 
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progressiv zu. Bei den Monoaminosauren, den Albumosen und 
den Purinbasen tritt das gleiche ein. Die genannten Stoffe 
sind in den in Gegenwart von Eisensulfat der Autolyse iiber- 
lassenen Proben in gréBerer Menge vorhanden als in jenen, 
die keinen Salzzusatz bekommen haben. Hierbei halt die ge- 
fundene Menge gleichen Schritt mit jener des zugesetzten 
Eisenoxydsulfats. 


Kisenchlorid. 
100 g Kalbsleber +- 500 cem physiel. Kochsalzlésung +- 5 cem Chloro- 
form +- ®/;9-Lésung Eisenchlorid; hierauf das gleiche Verfahren wie 
vorher. 





Tabelle VI. 
“| Gesamt.| Mono- | Albu- | Purin- 
Po N amino- | mosen- | Seene- 


Eisenchlorid- 
N 


lésung | siuren-N N 
| 





89,80 
2 505 | | 77,50 
A | 94,34 
” 8! : 128,04 
i 194,31 


1 
2 
9 
° 
4 
6 
7 


Tabelle VII. 








Gesamt- Mono- 
Eisenchlorid- N amino- 
lésung siuren-N 


. 


0 0,101 
0 ,27: 0,190 
IhoN 4 ccm . | Hor 
” 2» | { oli 
» 50 » i$ | 0,402 
» 100 » | 2 | 0,413 


Tabelle VIII. 


Autolyse 




















Mono- 
Eisenchlorid- amino- 

lésung | sduren-N 
L 


Dauer Gesamt- | 
der 


Autolyse 





0 0 0,050 | 

3 Tage | 0 0,204 | 
3» |4ig-N 25 ccm 0,409 
| 








BAR in wt ee 0539 
3 ” ” 100 Sal | a 
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Durch Zusatz von 2 bis 75 ccm einer ®/,,-Lésung Eisen- 
chlorid zu 100g Kalbsleberbrei wird die Autolyse geférdert. 
Die durch Zusatz von wachsenden Salzmengen erhaltenen 
Quantitaiten des Gesamtstickstoffes nehmen parallel zur ge- 
steigerten Menge des hinzugesetzten Salzes progressiv zu. Die 
Monoaminosiuren, die Albumosen und die Purinbasen verhalten 
sich ahnlich wie Gesamtstickstoff, d.h. es nimmt ihr N dort 
zu, wo auch der Gesamtstickstoff zugenommen hat. 


Eisencitrat. 
100 g Kalbsleber + 500 cem physiol. Kochsalzlésung +- 5 cem Chloro- 
form -++- "/;9-Eisencitrat; hierauf das gleiche Verfahren wie vorher. 


_zakells IX. 





Mono- Albu- | Purin- 

Eisencitrat- | ~ | amino- mosen- | basen- 
sauren-N N N 
g mg | mg 


Dauer 
der “ 
Autolyse losung 





0 0 0,365 0,132 | 96,37 | 25,27 
3 Tage 0 1,342 | 0,819 | 211,08 | 76,93 
3 » |AjeN 2com}| 0,939 | 0,398 | 134,70 | 73,00 
3 » “iin, 1,066 | 0,466 | 129,16 | 78,62 
Ss o es 1,157 | 0,667 | 226,04 | 78,62 
e's » 20 » | 1,241 | 0,765 | 162,86 | 78,06 











Tabelle X. 





—— Mono- Albu- | Purin- 
~~. . xc = . 
Eisencitrat- r amino- mosen- | basen- 


lésung sdiuren-N N N 
u a mg | mg 


0,210 | 0,084 90,0 | 











0,547 0,238 110,2 
0,443 0,215 105,4 
” 0,463 0,198 108,6 
» | 0,684 0,280 | 115,6 
“ 0,912 0,449 119,0 


Tabelle XI. 





Albu- 
Eisencitrat- i mosen- 


| 
Autolyse losung | séuren-N N | 
. | +a ee 


‘Purin- 
wl 


m . 











| 
| 
| 
{ 
| 
| 


0 0 33,69 
3 Tage 0 : 99.8 | 67,39 
» | IWy-N10cem | 65 3: | 54,03 
. » 20 » R5é Dd ; | 60,65 
” ” 40 ” JIVe Ve | 73,00 
- » 60 » &, J 48,85 
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Die vom Eisencitrat auf die autolytischen Vorgiinge aus- 
geiibte Wirkung ist komplizierter als die der vorhergehenden 
Salze: durch kleine Mengen wird die Autolyse behindert, durch 
groBere begiinstigt, durch noch groBere vereitelt. 

Bei Zusatz von 2 bis 10 ccm der "),,-Salzlésung (Tabelle 
IX bis XI) zeigt der Gesamtstickstoff im Vergleich zur Kontroll- 
probe eine Abnahme, bei Zusatz von 20 bis 40 ccm hingegen 
eine Zunahme, bei 60 ccm wieder eine Abnahme. 

Der N der Monoaminosiuren und der Albumosen verhilt 
sich in ahnlicher Weise wie der Gesamtstickstoff. 

Der N der Albumosen hat durch Zusatz von 2 bis 10 ccm 
B/ o~Salzlésung eine Abnahme erfahren, durch jenen von groBeren 
Mengen zeigt er hingegen eine progressive Zunahme. 


Eisenlactat. 


100 g Kalbsleber -++- 500 cem physiol. Kochsalzlésung -++- 5 eem Chloro- 
form ++ "/,9-Eisenlactat; Verfahren wie vorher. 


Tabelle XII. 





l “i 
| Qontent Mono- Albu- | Purin 
amino- mosen- | basen- 
sauren-N N .' a 
~ g mg mg 


— Eisenlactat- 
er 


Autolyse losung 

















0 0 0,210 0,115 | | 36,50 
0 


0,988 | 0,517 | | 71,88 
‘IheN 10cem 0,954 | 0,482 | 70,76 
| » 50» | 0,842 | 0,438 | 122,42 
| » Ms 0,828 | 0,432 117,37 
» 200 » 0,772 | 109,51 


Tage 








Tabelle XIII. 





— Eisenlactat- | Sesamt- 
er ° N 
Autolyse lésung g 


0,308 
1,586 
1,502 
1,418 
1,347 
1,291 
1,347 


sauren-N 








Lae 
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Tabelle XIV. 





Dauer Gesamt- | Mono- Albu- | Purin- 


Eisenlactat- amino- . 
der - “ +| mosen-N | basen-N 
losung saiuren-N 

Autolyse 


g g mg mg 


Probe- 
Nr. 


a 


0 0 0,289 
3 Tage 0 0,555 
3 1/io-N 2 com 0,603 
3 oo» - 5 » 0,555 
é ” “ 10» 0.519 
S * » Bs 0.511 


0,129 70,76 | 16,84 
0,314 | 119,05 66,26 
0,312 115,68 68,51 
0,304 101,00 71,32 
0,285 101,00 66,83 
0,267 84,24 67,39 





| 


Tabelle XV. 





Mono- Albu- 
amino- 
sauren-N 


| Purin- 
mosen-N | basen-N 


| mg 


Dauer 
der 
Autolyse 


Eisenlactat- Gesamt- 


lésung 


Probe- 
Nr 


0 26 0,056 50,57 | 13,72 
3 Tage ,336 0,195 96,61 | 25,28 
30” 1/,o-N 2 com Be - 105,59 | 28,08 
3 r er | 376 0,213 101,00 | 30,88 
3 » 10 » | 0,207 84,44 25,28 
3 » 2 » | Bd! 0,172 87,60 25,28 
3 “ 0.176 73.00 | 25.94 





» 50 





Die mit Eisenlactat erzielten Resultate (Tabellen XII 
bis XV) erscheinen untereinander in Widerspruch: Bei manchen 
Versuchen hat namlich dieses Salz, wenn auch in demselben 
Mengenverhiltnis gebraucht, eine giinstige, bei anderen hin- 
gegen eine hemmende Wirkung ausgeiibt. Eine Erklirung 
hierfiir lieBe sich vielleicht in der Annahme finden, daB hier 
noch andere, nicht nachweisbare Stoffe hinzugetreten sind, die 
den autolytischen ProzeB beeinfluBt haben. Im allgemeinen aber 
wird die Wahrnehmung gemacht, daB die Wirkung des Eisenlactats 
in einem Mengenverhiltnis von 2 bis 5 ccm ®/,,-Lésung eine 
giinstige ist; der Gesamtstickstoff hat naimlich im Vergleich zur 
Kontrolle zugenommen, wahrend gréBere Mengen — von 10 bis 
150 ccm — eine mit der stirkeren Menge des zugesetzten 
Salzes gleichen Schritt haltende Verminderung des Gesamt- 
stickstoffes bewirken. 

Der N der einzelnen Fraktionen (Monoaminosauren, 
Albumosen) zeigt das gleiche Verhalten wie der Gesamt- 
stickstoff. 
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Sieht man samtliche Protokolle durch, so findet man, daB 
die von mir untersuchten Salze eine giinstige Wirkung auf die 
Leberautolyse ausiiben, was die von Preti*) erzielten Resultate 
bestatigt. Eine Erscheinung ist mir hierbei beziiglich der 
organischen Salze aufgefallen: dieselben zeigen ein besonderes 
Verhalten. Wahrend nimlich die anorganischen (Eisenoxydul, 
Eisenchlorid) in einem Mengenverhiltnis von 2 bis 100 ccm 
n/,,-Lésung, zu Leberbrei zugesetzt, die Autolyse férdern, ist 
die Wirkung der organischen keine so einfache und regelmaBige. 
Eisencitrat, in einem Mengenverhialtnis von 2 bis 10 ccm einer 
n/,>-Lésung, hindert die Autolyse, begiinstigt dieselbe in einem 
solchen von 20 bis 40 ccm, um sie jedoch bei Zusatz von 
groBeren Mengen abermals zu hindern. Eisencitrat wirkt 
fordernd, wenn 1 bis 5 ccm einer "/,,-Lésung desselben zu- 
gesetzt werden; durch gréBere Mengen wird die Autolyse ge- 
hemmt. 

Was aber die von diesen Salzen auf die von mir unter- 
suchten stickstoffhaltigen Fraktionen anbetrifft, so sieht man, 
daB die von denselben auf die Monoaminosaéuren und Albu- 
mosen ausgeiibte Wirkung identisch ist mit jener auf den Ge- 
samtstickstoff. So wirken die anorganischen Salze (Eisensulfat 
und Eisenchlorid) in einem Mengenverhialtnis von 2 bis 100 ccm 
n/,9-Lésung stets giinstig, wihrend die organischen (Citrat und 
Lactat), wie man bereits gesehen, in bezug auf den Gesamt- 
stickstoff ein minder regeimaBiges Verhalten zeigen, und zwar 
wird durch das Citrat, bei Anwendung von 2 bis 10 cem "/,,- 
Lésung, die Autolyse gehindert, bei Anwendung von 20 bis 
40 ccm geférdert, bei jener von noch gréBeren Mengen wiederum 
gehindert. Eisenlactat wirkt in geringen Mengen begiinsti- 
gend (2 bis 5 ccm ®/,,-Lésung), hindernd hingegen in grdBeren. 

Das gleiche wie bei den Monoaminosauren und Albumosen 
tritt auch bei den Purinbasen ein, mit dem Unterschied aber, 
daB die Wirkung auf diese letzteren eine minder auffillige ist. 

Es ist nicht méglich, fiir den — wenn auch nur geringen — 
zwischen organischen und anorganischen Salzen sich geltend 
machenden Unterschied eine Erklarung zu finden; wahrschein- 
lich ist derselbe auf die Verschiedenheit des Aggregatzu- 


1) loc. cit. 
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standes der Salze, auf manche ihnen zukommende abweichende 
physikalische Eigenschaften (so z. B. den verschiedenen Léslich- 
keitsgraden — die organischen Salze sind weniger léslich als 
die anorganischen —, die bei den anorganischen entschieden 


saure, bei den organischen hingegen nur schwach saure Re- 
aktion) zuriickzufiihren. 

Eine bei meinen verschiedenen Untersuchungen wiederholt 
gemachte Erfahrung ist die, daB das Optimum des Salzzusatzes 
keineswegs ein konstantes, sondern ein von Leber zu Leber 
wechselndes ist. Dies ist durch die Verschiedenheit der fer- 
mentativen Natur des autolytischen Prozesses sowie durch die 
mit dem Alter, der Ernihrung und der Verdauung zusammen- 
hangenden Differenzen bedingt. 


Die Resultate der mitgeteilten Untersuchungen lassen sich 
folgendermaBen zusammenfassen : 

1. Durch Zusatz von kleinen und groBen Mengen von Eisen- 
oxydsulfat und Eisenchlorid zu einem der Autolyse iiber- 
lassenen Kalbsleberbrei wird die Bildung des Gesamtstickstoffes, 
des N der Monoaminosiuren, der Albumosen und der Purin- 
basen gefoérdert. 

2. Kleine Mengen von Eisencitrat, zu einem der Autolyse 
iiberlassenen Kalbsleberbrei hinzugesetzt, iiben eine schwach 
hemmende Wirkung aus, mittlere Mengen hingegen eine be- 
giinstigende; durch starke Mengen wird die Autolyse fiir den 
Gesamtstickstoff sowie fiir den N der Monoaminosauren wiederum 
gehemmt. Die durch kleine Mengen von Eisencitrat eine Ab- 
nahme erfahrenden Albumosen nehmen bei Anwendung von 
wachsenden Mengen dieses Salzes stetig zu. 

3. Wird zu einem der Autolyse iiberlassenen Kalbsleber- 
brei Eisenlactat in duBerst geringen Mengen zugesetzt, so 
wird die Autolyse begiinstigt; durch wachsende Mengen wird 
progressive Hemmung bedingt, sowohl fiir den Gesamtstickstoff 
als auch fiir den N der Monoaminosiuren und der Albumosen. 





Uber zuckerfreie Hefegirungen. IX. 
Vergirung von Ketosiuren durch Weinhefen. 
Von 
C. Neuberg und J. Kerb. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Ein prinzipieller Fortschritt in der Erkenntnis vom Wesen 
der alkoholischen Garung muB8 darin erblickt werden, daB end- 
lich eine Siure ermittelt ist, die ohne eigentliche Zugehdrig- 
keit zur Kohlenhydratreihe aus girfaihigen Zuckern hervorgehen 
kann und mit Hefe ebenso leicht in Girung gerit wie Trauben- 
zucker selbst. Diese Substanz fanden Neuberg und seine Mit- 
arbeiter in der Brenztraubensdure (1910, 1911). 

Damit ist wenigstens die Schwierigkeit iiberwunden, die 
Entstehung von Kohlendioxyd bei der Garung zu erkliren; bei 
der Struktur der Hexosen ist eine direkte Abspaltung von 
CO, aus Zuckerarten unmdglich. Nur aus einer Carbonsiure 
kann Kohlensaure durch Decarboxylierung so prompt abgespalten 
werden, wie es beim Garungsvorgange geschieht. Brenztrauben- 
siure stellt aber die erste bekannt gewordene Siaure dar, die 
durch lebende Hefen oder ein daraus darstellbares Enzym, die 
Carboxylase’), in wirklich glatter Weise vergoren wird. 

Als zweites Produkt dieser Zerlegung tritt nach der ex- 
perimentell von Neuberg und Karczag') bewiesenen Glei- 
chung: 

CH, .CO. COOH = CO, + CH, .COH 
Acetaldehyd auf. 

Es ist unentschieden, auf welche Weise der Athylalkohol 
der gewohnlichen Garung entsteht. Die Erkenntnis, da8 auBer 
den Hexosen die 3-Kohlenstoffzucker giren, hat an sich diese 
Frage nicht geklirt. Denn das Ratsel ist das gleiche, ob 


1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 68 u. 76, 1911. 
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C,H,O, in CO, + C,H,OH zerfallt, oder C,H,,O, in 2CO, 
+-2C,H,OH. Die Lésung der Aldolbindung zwischen dem 
dritten und vierten Kohlenstoffatom der Hexosen, die Um- 
kehrung der Fischerschen Zuckersynthese, ist nicht der ProzeB, 
der dem Verstaindnis Schwierigkeiten bereitet. Diese treten 
erst auf bei der experimentellen Herleitung der Gruppe 
CH,.CH,OH aus den Gebilden CH,OH(CHOH),COH bzw. 
H.(CHOH),.CO.CH,OH. 

Auf alle Fille steht der bei der Brenztraubenséuregirung 
glatt und schnell gebildete Acetaldehyd in so naher Beziehung 
zum Athylalkohol, wie keine andere Substanz, die jemals mit 
der Garungsfrage in Zusammenhang gebracht worden ist! 

Die Brenztraubensiure, C,H,O,, die in verschiedener Weise 
— durch das Methylglyoxal’), C,H,O,, oder die Glycerinsiure’*), 
C,H,O, — mit den Triosen verkniipft ist, stellt unzweifelhaft 
ein Oxydationsprodukt der 3-Kohlenstoffzucker dar. Ob 
dieses durch ein entsprechendes Reduktionsprodukt')*) der 
Triosen, durch Glycerin, C,H,O,, oder durch Acetol bzw. Milch- 
siurealdehyd, C,H,O,, in Alkohol und Kohlendioxyd iibergefiihrt 
wird, wie Neuberg und seine Mitarbeiter in Erwaigung gezogen 
hatten, ist nicht mit Sicherheit entschieden. Ganz ebenso steht 


es mit der Frage, ob die irgendwie bei dem oxydativen Uber- 


gang von Triose in Brenztraubensiure frei werdende Reduk- 
tionsenergie — einem zerlegten Molekiil H,O—O--H, ent- 
stammend — nicht von geeigneten chemischen Substanzen, 
sondern von einer Reduktase aufgenommen oder im Sinne einer 
gekoppelten Reaktion bei der Vergiirung von Brenztraubensaure 
sofort auf den entstehenden Acetaldehyd iibertragen wird 
[Kostytschew‘), A. v. Lebedew’)]. 

In jedem Falle wird die Brenztraubensaure auch 
eine Muttersubstanz des Garungsaithylalkohols dar- 
stellen und die Carboxylase fiir die Entstehung des 
Kohlendioxyds durch das heute Zymase genannte 
Enzymsystem von ausschlaggebender Bedeutung sein. 


1) C. Neuberg und A. Hildesheimer, diese Zeitschr. 31, 172, 1911. 

2) C. Neuberg und A. Hildesheimer, ebendas. S. 176. 

8) C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 114, 1912. 

4) S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 130, 1912. — 
S. Kostytschew und E. Hiibbenet, ebendas. 79, 361, 1912. 

5) A. v. Lebedew, diese Zeitschr. 46, 483, 1912. 
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Nachdem durch die Untersuchungen von P. Mayer’) und 
Tschernorutzki*) aus dem hiesigen Laboratorium die Be- 
ziehungen der Brenztraubensiure auch zum Kohlenhydratstoff- 
wechsel des Tieres erkannt sind, haben Rona und Neukirch®*) 
die Gleichwertigkeit dieser Saure mit Glucose ebenfalls als Energie- 
quelle fiir den Herzmuskel wie fiir den Darm festgestellt. Ferner 
zeigten Neuberg*‘) sowie Embden und Oppenheimer’) einen 
Zusammenhang der Brenztraubensiure mit den Acetonkérpern, 
den der Acetaldehyd vermittelt. 

Die zentrale Stellung, die somit auf einmal die Brenz- 
traubensiure gewonnen hat, laBt es erwiinscht erscheinen, das 
Verhalten der Substanz zu méglichst vielen verschiedenen Orga- 
nismen zu untersuchen. 

Wir haben Versuche mit Bakterien und Pilzen*) begonnen 
und berichten zuniachst iiber die Einwirkung der Weinhefen, 
da diese in biologischer Hinsicht sich etwas abweichend von 
den gewohnlichen Erregern der alkoholischen Garung verhalten. 
Wir haben friiher eine gréBere Reihe von ober- und unter- 
girigen Hefen, die fiir die Bier- und Branntweinfabrikation 
dienen, in Reinzucht untersucht und sie ausnahmslos zur Ver- 
garung der Brenztraubensiure befahigt gefunden. 

Ihnen an schlieBen sich nun die Weinhefen, die uns durch 
das Entgegenkommen der Kgl. PreuBischen Lehranstalt 
fiir Wein-, Obst- und Gartenbau zu Geisenheim a. Rh. 
zuginglich waren. Insbesondere schulden wir den Herren 
Prof. K. Krémer und Prof. C. von der Heide Dank fiir die 
Uberlassung des wertvollen Materials, ebenso Herrn Dr. R. von 
der Heide. 

Zu Gebote standen uns mehrere reingeziichtete Weinhefen. 
Sie wurden teils auf einer kiinstlichen Weinsaiure-Malzwiirze, 
teils auf sterilisiertem natiirlichen Most kultiviert. 


1) P. Mayer, diese Zeitschr. 40, 441, 1912. 

2) M. Tschernorutzki, diese Zeitschr. 43, 486, 1912. 

3) P. Rona und P. Neukirch, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 555, 
1912; 146, 371, 1912; 148, 285, 1912. 

4) C. Neuberg, diese Zeitschr. 43, 491, 1912. 

5) G. Embden und M. Oppenheimer. diese Zeitschr. 45, 186, 1912. 

6) Neuerdings haben W, Zaleski und E. Marx (diese Zeitschr. 47, 
184, 1912) Carboxylase auch in héheren Pflanzen, so in Erbsensamen, 
nachgewiesen. 








eet ere 
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In vollig reiner Form konnten wir 4 Rassen benutzen, 
die als Weinhefe Geisenheim, Johannisberg, Oppenheimer 
Kreuz und Winningen bezeichnet wurden, ferner eine reine 
Mischrasse, welche die Weinhefen AB mannshausen, Johannis- 
berg und Winningen enthielt. 

Zu unseren Versuchen wurden die Weinhefen auf einer 
Porzellannutsche abgesaugt und mit Leitungswasser 6 bis 8 mal 
griindlich ausgewaschen. Die restierenden, scharf abgepreBten 
Weinhefen bildeten hellgelbe oder briunlichgelbe Massen, die 
in diesem Zustande sofort zur Verwendung gelangten. 

Saimtliche Weinhefen wirkten auf Brenztrauben- 
siure und zerlegten sie in Kohlendioxyd und Acet- 
aldehyd. 

Zum Vergleich wurde jedesmal eine Probe mit Trauben- 
zucker und eine Kontrolle mit Wasser angestellt. 

Zur Verwendung gelangten 1°/,ige Lésungen von freier 
Brenztraubensiure und von reiner d-Glucose. 12 ccm dieser 
Lésungen bzw. 12 ccm Leitungswasser wurden mit 1 g der 
betreffenden Hefe in Reagensglasern gut durchgeschiittelt; die 
Suspension wurde alsdann in Schréttersche Garréhrchen’) gefiillt. 

Die Ergebnisse sind in folgenden Tabellen wiedergegeben. 


A. Auf Weinsaiurewiirze geziichtete Hefen. 











Kohlenséure in ccm, entwickelt 


Weinhefe aus 1°/,iger Brenz- | aus 1°/jiger Trauben- 


traubensaurelésg. nach zuckerlésg. nach mit Waser nach 


eee St. | 6 St. | 24 St.| 48 Sr 


== a id 
Winningen... . 4 | 104] 0 1,5 3 9 | 


Johannisberg . . 25 | 6 | 10 | 0 | 3 | 5 | 10 














B. Auf sterilem Most geziichtete Hefen. 





Kohlensaure in ccm, entwickelt 
Weinhefe aus 1°/,iger Brenz- | aus 1°/,iger Trauben- 
traubensaurelésg. nach zuckerlésg. nach 

1St. | 3St. | 18St.] 1St. | 3St. | 18St.] 1St. | 3 St. | 18st 


Geisenheim ... ae Sa Sif 0 | 0 0,5 


mit Wasser nac! 








Johannisberg is | 2 | 7 ‘ 0 0 }; O 
Oppenheimer Kreuz aie i 8 { 5 0 0 () 
Winningen. .. . ‘ » | 10 : So 0 | O | Spur 
Mischrasse. .. . ‘ oo | 10 J ae 0 0 Spur 


’ 











1) In ihnen konnten sich bei vollstandiger Ausgirung 10 ccm Gas 
ansammeln. 
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Die auf natiirlichem Most geziichteten Hefen haben eine 
etwas groBere Garenergie. Die Unterschiede machen sich gegen- 
iiber Brenztraubensaure und d-Glucose in gleicher Weise geltend; 
sie sind wohl ohne Zwang auf den ungleichen Ernahrungs- 
zustand in den beiden Arten von Substraten zuriickzufiihren. 

Genau wie in unseren friiheren Garversuchen 
mit Brenztraubensaure und Brauerei- sowie Brennerei- 
hefen sind Tauschungen durch etwaige Selbstgarung, 
wie schon ein Blick auf die zeitlichen Verhaltnisse 
der Tabellen lehrt, vollstandig ausgeschlossen. 

Wir haben jedoch nicht unterlassen, die Natur der aus 
Brenztraubensaure entstehenden Produkte zu priifen. Das ent- 
wickelte Gas war reine Kohlensiure, d. h. vollstindig durch 
Kalilauge absorbierbar. Der gebildete Acetaldehyd verriet sich 
bereits durch den Geruch; er wurde ferner durch die Probe 
mit Nitroprussidnatrium und Diathylamin identifiziert. Diese 
Reaktion kann mit 5 ccm des Gargutes ausgefiihrt werden, 
das man mit einer Pipette dem offenen Schenkel des Garungs- 
réhrchens entnimmt und nach Verdiinnung mit etwa 10 ccm 
Wasser aus einem kleinen Kélbchen unter Kiihlung abdestilliert, 


bis 3 oder 4 ccm iibergegangen sind. Auch ohne Destillation 
kann die Priifung auf Acetaldehyd direkt im Gargut geschehen, 
da (unveranderte) Brenztraubensiure mit Nitroprussidnatrium 
und Diathylamin’) nicht reagiert, wahrend die Blauviolettfarbung 
durch Acetaldehyd deutlich ist. 

Uber den Grad, in dem die Brenztraubensaure zerlegt 
wird, haben wir uns durch zwei 


quantitative Versuche 


Aufklarung verschafft. 

Dieselben wurden in der Weise vorgenommen, daB die 
Brenztraubensaure in 1°/,iger Lésung mit den Hefen bei 28° im 
Brutschrank 4—5 Tage vergoren wurde. Durch eine im Thermo- 
staten vorhandene (Offnung fiihrte ein Gasentbindungsrohr nach 
auBen. Dasselbe tauchte, wie nachstehendes Schema veranschau- 
licht, in eine mit Wasser beschickte Vorlage, wahrend der obere 
Teil mit einem Kihler umkleidet wurde. Durch Kiihlung der 


1) Im Gegensatz zu Kalilauge. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 
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Vorlage wurde erreicht, daB die bei der Garung entweichende 
Kohlensaure keine in Betracht kommenden Mengen Aldehyd ent- 
fiihrte, sondern daB dieser im kalten Wasser zuriickgehalten wurde. 
Nach Beendigung der Garung wurde der im Gargut geldste 
Acetaldehyd durch Abdestillieren in die gleiche Vorlage iiber- 
getrieben. Durch Fallung mit einer klar filtrierten Lésung von 


essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin wurde der Acetaldehyd ohne 
weiteres abgeschieden. Es entstand fast sofort eine dicke, fast 
breiige Fallung von hellgelber Farbe. 

Versuch I wurde mit 4,0 g Brenztraubensiure und 30 g 
feuchter Weinhefe ,Oppenheimer Kreuz“ angesetzt und lieferte 
2,05 g reines Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon. 

Versuch II mit 2,2 g Brenztraubensiure und 10 g Weinhefe 
»Mischrasse“ ergab 1,72 g Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon. 

Da 179 g p-Nitrophenylhydrazon 44 g Acetaldehyd und 
diese 88 g Brenztraubensaure entsprechen, betrug die Ausbeute 
bei I rund 25°/,, bei II ziemlich genau 40°/, der theoretisch 
méglichen Menge. 

Die Brenztraubenséure wird demnach durch die Wein- 
hefen weitgehend’), und, wie die Tabellen auf S. 408 zeigen, 
ziemlich rasch, ungefahr ebenso schnell wie Traubenzucker, 
vergoren. 


1) DaB die Brenztraubensadure nicht wie Zucker zu fast 100°/, ver- 
goren wird, ist nicht verwunderlich; denn sowohl die freie Ketoséure 
wie der bei der Garung entstehende Acetaldehyd sind Hefengifte. 
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DaB alle Hefen lediglich einem ,,Zufallsenzym“ diese Fahig- 
keit zur Brenztraubenséurevergérung verdanken sollten, ist mehr 
als unwahrscheinlich. 

Ubrigens haben wir auch bei den Weinhefen die Ferment- 
natur der Brenztraubensdéuregarung nachgewiesen. In wisseriger 
Suspension gekochte Hefe ist ohne Einwirkung auf die Keto- 
siure. Um einen Saft nach v. Lebedews?) vortrefflicher Vor- 
schrift herzustellen, hatten wir hier nicht Material genug. Wir 
beschrankten uns daher darauf, die Weinhefe nach v. Lebedews 
Angaben vorsichtig zu trocknen. Wir gelangten nach seinem 
bewahrten Verfahren auch zum Ziele. Die getrocknete Weinhefe 
»Mischrasse“ vergor in Gegenwart von Toluol 1°/,ige Brenz- 
traubensaéurelésung, wenn auch recht langsam, wodurch der 
enzymatische Charakter der Reaktion sichergestellt ist. 

Endlich haben wir die Weinhefen noch auf ihr Ver- 
halten zu anderen Ketosauren gepriift, und zwar zu Oxal- 
essigsaure, COOH—CO—CH,—COOH, und zu e«-Keto- 
n-buttersaure, CH,—CH,—CO—COOH, dem nichst hoheren 
Homologen der Brenztraubensiure (s. hierzu 8. 413). Beide 
Ketoséuren wurden angegriffen, die Ketobuttersaiure 
geradezu stiirmisch. 

AuBer fiir die Theorie der alkoholischen Garung hat die 
Zerlegung der Ketosiuren durch Weinhefen noch ein doppeltes 
Interesse. Man mu8 immerhin in Betracht ziehen, daB die im 
Wein reichlich praformierten Séuren*) durch den Garakt zum Teil 
iiber die Ketoséuren abgebaut werden kénnen. Z. B. ware 
dieses fiir die Weinsaure und die Apfelsiure sowie Milch- 
saiure denkbar, von denen die erste durch einfache intra- 
molekulare Wasserabspaltung (Woh] und Osterlin*), die beiden 
anderen durch glatte Oxydation in Oxalessigsiure und Brenz- 


1) A. v. Lebedew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 447, 1911. 

2) Bekanntlich findet bei der Vergiirung von Mosten ein Saure- 
riickgang statt. Neben anderen Faktoren scheint dabei auch die Hefe 
als Saurekonsument zu fungieren. Vgl. hierzu die Darlegungen bei 
Julius Wortmann, ,Weinbereitung und Kellerwirtschaft*, 1905, 190 ff., 
sowie bei Karl Windisch, ,Die chemischen Vorgiinge beim Werden 
des Weins“, 1906, 64ff. 

3) A. Wohl und C. Osterlin, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 
1139, 1901. 
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traubensaéure iibergehen kénnen. Ferner diirften sich die bei 
diesen Garungen entstehenden iiberaus reaktionsfahigen Aldehyde, 
analog den héheren Alkoholen [F. Ehrlich’*)], an der Bouquet- 
bildung als solche oder in Form von Acetalen und Konden- 
sationsprodukten beteiligen kénnen. 

Zum Schlu8 méchten wir noch darauf hinweisen, da8 in 
den wasserigen Lésungen von Brenztraubensaure und Oxalessig- 
siure nach den neuen Feststellungen von K. H. Meyer’) iiber 
die Konfiguration dieser Verbindungen die wahren Ketosauren 
und nicht isomere Enolformen anzunehmen sind. 


1) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 2, 69, 1907. 
2) K.H. Meyer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 2852 u. 2861, 1912. 





Uber zuckerfreie Hefegarungen. X. 
Die Girung der a-Ketobuttersiure. 
Von 
C. Neuberg und J. Kerb. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


Der Chemismus der zuckerfreien Garung ist bisher bei 
den beiden Ketosiuren Brenztraubensiure und Oxalessigsiure 
aufgeklirt worden. 

Wahrend die Brenztraubensiure als eine Zwischenstufe bei 
der alkoholischen Garung aufgefaBt werden muB, ist ein ein- 
facher Zusammenhang der Oxalessigsiure mit den Zerfalls- 
produkten der Hexosen nicht ersichtlich. 

Nun steht die Oxalessigsiure aber der Brenztraubensadure 
insofern nahe, als erstere selbst oder in Form von Derivaten 
bei einer Anzahl von Reaktionen in letztere iibergehen') kann: 


COOH.CH, .CO.COOH = CO, + CH,.CO.COOH. 


So wire es immerhin méglich, die Girung der Oxalessig- 
siure in letzter Linie auf die Vergirung der Brenztraubensiure 
durch das Enzym Carboxylase zuriickzufiihren. Eine solche 
Auffassung ist nun nicht mehr denkbar fiir eine Saure, die 
nicht einfach in Brenztraubensiure iiberzugehen vermag. 

Daher untersuchten wir die @-Ketobuttersaure, 
CH,.CH,.CO.COOH, auf Garfahigkeit. 


1) Es ist natiirlich auch denkbar, da8 der bei der Vergiirung von 
Oxalessigsiure auftretende Acetaldehyd aus Aldehydmalonsaure hervor- 
geht, d.h. daB Oxalessigsiure zunichst zum Halbaldehyd der Malon- 
siure vergoren wird, der dann in CO, und Acetaldehyd zerfillt: 

COOH.CH,.CO.COOH —>» COOH.CH,.COH —> CH,.COH. 


Zur Priifung dieser Annahme werden wir auch Aldehydsaiuren in den 
Kreis der Versuche iiber zuckerfreie Girungen ziehen. Glyoxylsiure hat 
bisher ein negatives Resultat geliefert, die héheren Glieder der den 
Ketoséiuren isomeren Aldehydsiuren sind noch nicht ausgeprobt. 
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Die «-Ketobuttersiure wird von Hefen und Hefen- 
fermentpraparaten héchst energisch angegriffen. 

Nach Vorversuchen mit PreBhefe des Handels -verwendeten 
wir ausschlieBlich verschiedene Reinzuchthefen ober- und 
untergirigen Charakters. 

Es waren die Hefen: G, M, U, UM, II und XII, die 
wir wiederum simtlich dem Institut fir Garungsgewerbe 
in Berlin verdanken. 

Davon sind M, II, XII obergirige, und G, U, UM unter- 
girige Rassen. 

Ein Blick auf die Tabelle S. 417 lehrt, daB die Bildung 
von CO, aus 1°/,iger @-Ketobuttersiure durch lebende Hefen 
auBerordentlich schnell und reichlich erfolgt, ebenso schnell’) 
wie in den Versuchen mit 1°/,iger Traubenzuckerlésung, die 
zum Vergleich angestellt wurden. 

DaB auch lebende Weinhefen die «-Ketobutterséiure mit 
besonderer Leichtigkeit angreifen, ist in der voraufgehenden 
Mitteilung*) angefihrt. 

Uberall ist festgestellt worden, daB das entwickelte Gas 
reine Kohlensaure war. 

Das gleiche giinstige Ergebnis erzielt man mit Hefanol, 
mit Trockenhefe sowie mit Lebedew-Saft aus untergariger 
Hefe (s. 8. 418 und S. 419). 

Bemerkenswerterweise erfolgt die Vergirung von a-Keto- 
buttersiiure auch durch frische Hefe bei Gegenwart von 
Toluol (s. S. 419), das bekanntlich den Abbau von Glucose 
durch ,lebende“ Hefe hindert. 

Erheblich gréBere Schwierigkeiten als der Nachweis der Ver- 
girung und des dabei entstandenen Kohlendioxyds bot die Erken- 
nung der weiteren Produkte der Hefeneinwirkung. Wir haben vor- 
laufig eines zu isolieren vermocht, und zwar den Propionaldehyd. 

Derselbe geht aus der «-Ketobuttersiure wohl ganz analog 
hervor wie der Acetaldehyd aus’ Brenztraubensaure: 


CH, .CH, .CO.COOH = CO, + CH,.CH,.COH. 


1) Stellt man gleichzeitig je 1°/,ige Lésungen von d-Glucose, Brenz- 
traubenséure und Ketobuttersiure zur Gairung an, so beginnt die CO,- 
Entwicklung am ersten zumeist bei der «-Ketobuttersiure. Spiter ver- 
wischt sich der Unterschied. 

2) C. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 47, 405, 1912. 
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Wir konnten den Propionaldehyd in Form seines p-Nitro- 
phenylhydrazons vom Schmelzpunkt 124° abscheiden. 

Allein die Menge des erhaltenen Propionaldehyds steht in 
keinem Verhiltnis zu der iiberaus leichten Vergarbarkeit der 
a-Ketobuttersiure, so da8 wir die Bildung noch anderer 
Produkte annehmen miissen. Wir denken vornehmlich an Propyl- 
alkohol und sind mit Versuchen zu seiner Isolierung beschaftigt. 

Der Propionaldehyd kann qualitativ wie der Acet- 
aldehyd durch die Reaktion von Rimini, d. h. mit Nitro- 
prussidnatrium plus Diaithylamin, nachgewiesen werden. Die 
Blauviolettfarbung zeigt denselben Farbenton oder eine un- 
gemein fahnliche Nuance wie bei der Acetaldehydprobe. Das 
gleiche Resultat ergab reiner Propionaldehyd von Kahlbaum, 
wie schon L. Lewin?) erwiahnt. 

Die Ausbeute an Propionaldehyd, die wir bei der Ver- 
girung von q-Ketobuttersiure bisher erzielen konnten, war nur 
4,2°/, der Theorie. (Bei der Vergiirung von Brenztraubensiure 
sind wir bis zu einer Ausbeute von 40°), der theoretisch 
méglichen Menge [s. S. 410] an Acetaldehyd gelangt.) 

Welcher Art die anderen Umwandlungsprodukte der g@-Keto- 
buttersiure auch sein mégen, ihr leichter Zerfall durch Ein- 
wirkung von Hefen ist sehr bemerkenswert. Der Umstand, 
daB Hefanol, Trockenhefe, ferner frische Hefen in Gegenwart 
von Toluol sowie der Lebedew-Saft ebenfalls Zerlegung 
veranlassen, stellt den enzymatischen Charakter der 
Reaktion sicher. Neben dem Nachweis einer wirklichen 
Spaltung von Ketobuttersiure und neben der GroéBenordnung 
der CO,-Produktion tun die Versuche mit dem _ keine 
Selbstgirung zeigenden Lebedew-Saft dar, daB die Kohlen- 
siurebildung nicht auf einer Stimulierung der Selbstgirung 
beruht. Auffallend ist die Resistenz der lebenden Hefe gegen 
eine so kriaftige Séure wie die a-Ketobuttersiure. Letztere 
ist so stark, daB sie z. B. aus Silbernitrat Salpetersiure frei- 
macht und gleichzeitig Silber-Ketobutyrat bildet (s. S. 417). 

Wir kénnen schon heute anfiihren, daB die noch stirkere 
a-Ketoglutarsiure, COOH.CH,.CH,.CO.COOH, die zur 
a-Ketobuttersiure im gleichen Verhiltnis steht wie Oxalessig- 


1) L. Lewin, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 3389, 1899. 
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siure zu Brenztraubensiure, durch Hefe ebenfalls ver- 
goren wird. 

Ferner lassen Versuche von Fraulein Dr. E. Rona 
mit Phenylketobuttersiure (Benzylbrenztraubensaure), 
C,H, .CH,.CH,.CO.COOH, Anzeichen fiir Garfahigkeit erkennen; 
hingegen wird eine gepriifte Diketosdure, die «a, y-Diketo- 
valeriansdure (Acetonoxalsiure), CH,.CO.CH,.CO.COOH, 
von Hefen nicht angegriffen. . 

Wihrend nun die «-Ketoglutarsiure mit der Glutamin- 
siure, wahrend Brenztraubensiure und Oxalessigsaure mit zahl- 
reichen stickstofffreien und N-haltigen Naturprodukten zu- 
sammenhangen, kann die «a-Ketobuttersiure mit keinem ent- 
sprechenden Naturprodukt in Beziehung gesetzt werden. Denn 
die «-Amino-n-buttersiure, an die man denken kénnte, ist bis- 
her nicht unter den Bausteinen des EiweiBes gefunden. «-Oxy- 
buttersiure kommt nicht in der Natur vor. Aller Voraussicht 
nach ist die «-Ketobuttersaure fiir die Hefen eine kérperfremde’) 
Substanz. Von diesem Gesichtspunkte aus bietet ihre leichte 
Angreifbarkeit durch Hefencarboxylase ebenfalls Interesse. 


Experimentelle und analytische Daten. 


a) Darstellung von a-Ketobuttersiaure. 


Die Substanz wurde aus Methyloxalessigester nach 
den Angaben von A. Mebus*) und K. Kondo’) dargestellt. 


1) Natiirlich ist ein entfernterer Zusammenhang mit der Glutamin- 
siure iiber die Ketoglutarsiure méglich im Sinne des Schemas: 


COOH.CH,.CH,.CO.COOH —+ CH,.CH,.CO.COOH, 


ferner eine Beziehung zur Buttersiiure, die im Organismus zu #-Oxy- 
buttersiure wird. Durch weitere Oxydation der letzteren kann man 
sich «, 8-Dioxybuttersiure entstanden denken, deren Anhydrid die «-Keto- 
butterséure sein wiirde: 


CH,.CHOH.CHOH .COOH —» CH,.CH,.CO.COOH. 


Bemerkt sei auch, daB die Muskelextraktbase Carnitin nach E. K rim- 
berg (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 3878, 1909) ein «-Oxybuttersiure- 
derivat ist, und zwar Trimethyl-x-oxybutyrobetain. Uber eine andere 
Beziehung der Buttersiure zur Glutaminsiure siehe W. Brasch und 
C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 299, 1908, sowie C. Neuberg, diese 
Zeitechr. 18, 431, 1909. 

2) A. Mebus, Monatsh. f. Chem. 26, 483, 1905; Chem. Centralbl. 
1905, I, 1590. 

*) K. Kondo, diese Zeitschr. 88, 408, 1912. 
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Als ein Charakteristikum der q-Ketobuttersiure und zu- 
gleich als Beweis ihrer Starke sei angefiihrt, daB die freie 
Saure beim Vermischen mit konzentrierter Silbernitratlésung 
alsbald eine dichte weiBe Fallung von Silber-Ketobutyrat 
liefert. Das Salz bildet ein Haufwerk prismatischer, nicht sehr 
lichtempfindlicher Nadeln und ist nach dem Absaugen und 
Auswaschen mit eiskaltem Wasser analysenrein. 

0,1020 g Substanz: 0,0525 g Ag. 

C,H,O, Ag. Ber.: Ag= 51,67; gef.: Ag = 51,47°/,. 


b) Vergéirung von a-Ketobuttersiure durch lebende 
Hefen. 

Die a-Ketobuttersiure wurde stets als freie Saiure, und 
zwar in 1°/,iger wasseriger Lésung, angewandt. 12 ccm der- 
selben wurden mit 1 bis 2 g der betreffenden Hefe im Reagens- 
glase durchgeschiittelt und die Suspension in Schréttersche 
Garréhrchen gefiillt. Die Resultate sind in folgender Uber- 
sichtstabelle vereint. 








Kohlendioxyd in cem, entwickelt 


aus 1°/,iger «-Keto- | aus 1°/,iger Glucose-| mit Wasser 
buttersaurelésung nach lésung nach nach 

| 48td. | 23 Std. 4Std. | 28 Std. 4 Std. | 23 Std. 
G 8 10 
M 10 | cue 
U 10 nip 
UM 10 hen 
XII 7 10 
II 10 — 




















Alle diese Versuche sind im Thermostaten bei 36° an- 
gestellt. 

Wenn das Géarungsréhrchen nach 4 Stunden nicht aus- 
gegoren war, d.h. sich noch nicht 10 ccm CO, gebildet hatten, 
so wurde der Versuch 23 Stunden fortgesetzt. Gleichzeitig 
wurde die Gartiichtigkeit der Hefe mit 1°/,iger Traubenzucker- 
lésung kontrolliert und der Betrag einer eventuellen Selbst- 
girung festgestellt. In allen Fallen wurde das entwickelte 
Gas untersucht. Es wurde bis auf einen verschwindenden 
Rest von KOH absorbiert; der nicht von Lauge verschluckte 
Anteil war eine Spur Luft, wie sie stets beim Stehen im Brut- 
schrank von Hefen abgegeben wird. 
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Man sieht, daB die Giarung der a-Ketobutterséure rasch 
vor sich geht und mit der von Traubenzucker fast vollstandig 
gleichen Schritt halt. 


c) Vergirung von a-Ketobuttersiure durch Hefe- 
macerationssaft (Lebedew-Saft). 

Es wurden 2 Versuchsreihen angesetzt. In der ersten (A) 
wurden gleiche Teile Macerationssaft und 1°/, ige «-Ketobutter- 
sdurelésung gemischt. In der zweiten (B) wurde die wasser- 
freie a-Ketobuttersiure direkt in den Lebedew-Saft eingetragen, 
so daB der Saft 1 Vol.-°/, freie Ketobuttersiure enthielt 
(99 com Saft, 1 ccm wasserfreie q-Ketobuttersaure). 

Beide Versuchsreihen verhielten sich etwas verschieden. 

Durch Verdiinnung, wie sie bei A statthat, verliert Hefen- 
macerationssaft bekanntlich, ahnlich wie HefepreBsaft, stark an 
Wirksamkeit. Die Hemmung des Garvermégens macht sich 
in derselben Weise beim Vermischen mit der gleichen Menge 
1°/,iger a-Ketobuttersiurelésung wie 1°/,iger Glucoselésung 
geltend. Macerationssaft, der mit der gleichen Quantitat Leitungs- 
wasser gemischt ist, zeigt auBerlich keine Veranderung. 


A. 





Kohlendioxyd in ccm, entwickelt aus gleichen Volumina 
von Hefemacerationssaft und von 
1°/,iger Ketobutter-- 1°/,iger Trauben- 


a = = Jass 
sdurelésung zuckerlésung Wasser 











Nach 1!/, Std. a ry 
» 8 » 3 
» 20 - 0 1,5 
i. » : 3,0 





Lést man dagegen die «-Ketobuttersiure zu 1°/, direkt 
in Macerationssaft, so bewirkt sie sofort eine starke Triibung 
infolge Fallung von EiweiBkérpern aus dem proteinreichen Saft. 
Fiillt man die opake Fliissigkeit gleich in Garrdhrchen, so be- 
obachtet man beim Stehen im Brutschrank (36°) eine vdllige 
Gelatinierung. In dieser Periode wird wahrend langerer Zeit 
kein Kohlendioxyd frei. Bei weiterem Verweilen im Thermo- 
staten tritt wieder Verfliissigung ein, und unter Bildung eines 
flockigen Koagulums kommt es nun zu einer kraftigen Gas- 
entwicklung (siehe B). Offenbar wird die Carboxylase zunichst 
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von den gelatinierenden Proteinen adsorbiert und erst allmahlich 
bei der Verfliissigung wieder frei. Es ist iiberhaupt wunderbar, 
daB das Enzym diese Behandlung mit einer so starken eiweiB- 
fallenden Saure vertrigt. 

Im Kontrollversuch, wo der Hefemacerationssaft mit 1°/, iger 
wasserfreier Essigsiure versetzt wurde, entstand gleichfalls ein 
Koagulum, aber keine CO,-Entwicklung. 


B. 








Kohlendioxyd in ccm, entwickelt aus Hefemacerationssaft 


nach Zugabe von 1 Vol.-°/) | nach Zugabe von 1 Vol.-°/, 
«-Ketobuttersaure _Biscosig 





nach 5 Std.} 0 (gelatiniert) 0 (Koagulum) 
» 20 » 10 (verfliissigt, feinflockiges 
Koagulum) 0 (Koagulum) 





Es kann kein Zweifel sein, daB8 in beiden Versuchsreihen 
die «-Ketobuttersiure durch das im Hefemacerationssaft vor- 
handene Enzym angegriffen wird. 


d) Vergérung von a-Ketobuttersiure durch Hefanol, 
durch Trockenhefe und durch frische Hefe unter Toluol- 
zusatz. 

Die Versuche, deren Ergebnis ohne weiteres aus der folgen- 
den Tabelle zu ersehen ist, sind simtlich mit 1°/,iger «-Keto- 
buttersiurelésung in der Weise angesetzt, daB 12 ccm der 
Lésung mit 1,5 g des Hefenpriparates bis zur Bildung einer 
gleichmaBigen Suspension durchgeschiittelt wurden. Der Zusatz 
von Toluol betrug 0,6 ccm. Die erforderliche Gardauer war kurz, 
die Temperatur war 36°. 





Kohlendioxyd in ccm, entwickelt 





Hefenpraparat aus 1%7i iger a-Ketobutter- 
sdurelésung nach 


28ta. | 5 Std. 2Std. | 5 Std. 


| 
ee ae 


mit H,O nach 





Hefanol i a 6 sapaerean 
Hefanol + Toluol 6 
Trockenhefe nach 
Lebedew ... 10 
Frische Hefe II +- 
Toluol .. 10 
Frische Hefe XII 
+Toluol ... 10 


10 
10 


0 
0 
So 0 
0 
0 
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Auch diese Versuche zeigen klar, daB die Vergirung der 
a-Ketobuttersiure ein enzymatischer Vorgang ist. 


e) Nachweis von Propionaldehyd als Gairungsprodukt 
der a-Ketobuttersaure. 

Destilliert man ausgegorene Ansitze von a-Ketobutter- 
siure zu etwa */, ab und rektifiziert das Destillat durch noch- 
malige Destillation iiber etwas Calciumcarbonat, so erha]t man 
eine Fliissigkeit, die ammoniakalisch-alkalische Silberlésung 
reduziert; mit Nitroprussidnatrium plus Diathylamin gibt sie 
eine Blauviolettfirbung, die auf Essigsiurezusatz in Blaugriin 
umschlagt. Allein die Reaktionen fallen bei weitem nicht so 
stark aus wie mit den Destillaten einer Brenztraubensiaure- 
girung. rst beim Ansatz einer gréBeren Quantitaét «-Keto- 
buttersiure mit viel Hefe ist uns die Isolierung eines neben 
Kohlendioxyd entstehenden Garungsproduktes gelungen. Es 
erwies sich als Propionaldehyd. 

6 g a-Ketobuttersiure wurden in 600 ccm Wasser geldst 
und mit 130g Hefe 5 Tage lang bei 28° in dem Apparat ver- 
goren, welches in der voraufgehenden Mitteilung (S. 410) be- 
schrieben worden ist. 

Vom Gargut wurden zunichst etwa 400 ccm abdestilliert, 
das Ubergegangene durch erneute Destillation dann auf etwa 
250 und diese auf 100 ccm gebracht. Nach Zugabe von 1 g 
p-Nitrophenylhydrazin, gelést in 30°/,iger Essigsiure, entstand 
bald ein citronengelber Niederschlag. Derselbe wurde nach 
24 Stunden abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen und ge- 
trocknet. Die Menge belief sich auf 0,48 g. Der Schmelzpunkt 
lag nach einmaligem Umkrystallisieren aus heiBem, verdiinntem 
Alkohol bei 124°; den Schmelzpunkt des p-Nitrophenylhdrazons 
aus synthetischem Propionaldehyd gibt H. D. Dakin’) zu 
123 bis 124° an. 

0,1288 g Substanz gaben 0,2640 g CO, und 0,0665 g H,O, 

0,1218 g " »  22,6ccm N (17,5°, 759 mm), 

C,H,,N,0,. Ber.: C= 55,96; H=5,70; N= 21,71°,; 

gef.: C= 55,90; H= 5,75; N= 21,77°,. 

Damit ist das fliichtige und reduzierende Garungsprodukt 
als Propionaldehyd gekennzeichnet. 


1) H. D. Dakin, Journ. of Biolog. Chem. 4, 236, 1908. 





Untersuchungen fiber die Wirkungsweise des Chinins. 
Von 
J. Moldovan (Wien). 


(Aus dem Institut fiir Schiffs- und Tropenkrankheiten in Hamburg und 
dem Bakteriologischen Laboratorium des k. u. k. Militarsanitaétskomitees 
in Wien.) 


(Eingegangen am 18. November 1912.) 


Die folgenden Untersuchungen wurden durch die Arbeit 
von Giemsa und v. Prowazek’) iiber die Wirkung des Chinins 
auf die Protistenzelle angeregt. 


Die Ergebnisse dieser Autoren, durch v. Prowazek®) noch wesentlich 
erganzt, lassen sich kurz wie folgt zusammenfassen: Auf Colpidien 
wirken stirkere Chininlésungen (1: 8000) zunachst als Reiz und erhéhen 
die Lokomotion, téten aber spiter die Infusorien ab. Das Protoplasma 
der Zellen erfihrt besonders in der pracytostomalen Region eine tropfige 
Entmischung, die spater einer Verquellung und Aufblahung des Pro- 
tistenleibes, die vermutlich mit einer Lipoidinderung verbunden ist, 
weicht. Der Kern wird vom Chinin spiter beeinfluBt als das Proto- 
plasma und erleidet eine globulitische Ausfaillung. Die Tatigkeit der 
contractilen Vakuolen wird erniedrigt, und es scheint ihre plasmatische 
Niederschlagsmembran verfestigt zu werden. Die Nahrungsaufnahme 
wird nicht alteriert, dagegen die Defikation, wohl infolge der ver- 
anderten Plasmaspannung, erhéht. Die Vermehrung der Colpidien wird 
bei entsprechender Konzentration des Chinins herabgesetzt. Colpidien, 
mit Methylenblau gefarbt, konnten in ihren pracytostomalen Partien, 
wo auf Grund anderer Versuche besonders lebhafte Reduktionen sich 
abzuspielen scheinen, unter Chinineinflu8 nicht mehr alles Methylenblau 
reduzieren; es blieb dort in der Oxyform bestehen, als Ausdruck dafiir, 
daB das Chinin das Sauerstoffbediirfnis der Zelle herabsetzt, also die 
Oxydationen vermindert. In gleichem Sinne spricht auch die Tatsache, 


1) Giemsa und v. Prowazek, Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene, 
Beihefte 1908. 
2) v. Prowazek, Einfiihrung in die Physiologie der Einzelligen. 
Leipzig 1904. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 28 
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daB Colpidien in einer Wasserstoffatmosphare unter dem Einflu8 von 
Chinin bedeutend rascher ersticken als in Kontrollproben, in denen ent- 
weder nur die Wasserstoffatmosphare oder nur das Chinin zur Wirkung 
gelangt. 

Die iibrige Literatur iiber die Wirkungsweise des Chinins wird, 
soweit sie mit unseren Untersuchungen in Beziehung steht, spater aus- 
fiihrliche Beriicksichtigung finden. 

Unseren Experimenten lagen folgende Fragestellungen zu- 
grunde: 

I. Verfolgung der Chininwirkung durch direkte Beobachtung 
an Colpidien, Trypanosomen, Malariaparasiten und Pflanzen- 
zellen. 

II. Priifung der Wirkungsintensitat anderer Agenzien allein 
und in Kombination mit Chinin an Colpidien. 

III. Verhalten der Sauerstoffatmung unter dem Einflusse 
von Chinin, untersucht an Colpidien, Pflanzenzellen, Meer- 
schweinchen und Kaninchen. 

Als Nebenprodukt dieser Untersuchungen ergaben sich einige 
biologisch interessante Details, die, ohne auf die Frage nach 
dem Wesen der Chininwirkung direkt Bezug zu haben, auch 
kurze Erwaihnung finden werden. 


I. 

Die verwendeten Colpidien (Colpidium colpoda Ehrbg.) 
stammten aus einem Heuinfus, in dem sie ohne Beimengung 
anderer Infusorien vorhanden waren. Sie wurden vor dem 
Gebrauch stets abzentrifugiert und dann in reinem Leitungs- 
wasser suspendiert. Das Chinin kam stets als salzsaures Salz, 
fiir diese Experimente in Leitungswasser gelést, zur Ver- 
wendung. 

Bringt man zu 1 Tropfen Colpidiensuspension 1 Tropfen 
Chininlésung (1: 1000), mischt gut durch und beobachtet das 
Priparat mikroskopisch, so sieht man zunichst Beweglichkeit, 
Form und Struktur der Infusorien unverandert bleiben. Dann 
treten in der pracytostomalen Partie, spaiter auch im iibrigen 
Protoplasmaleib stark lichtbrechende Trépfchen auf, die an 
GréBe zunehmen, der Protistenleib wird rund, vacuolisiert und 
aufgeblaht, die Beweglichkeit nimmt progressiv ab, nach einem 
kurzen Stadium der Rotation um die eigene Achse werden die 
Zellen unbeweglich und sterben ab. L&Bt man gleichzeitig 
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mit dem Chinin sehr schwache, an sich indifferente Methylen- 
blaulésungen einwirken, so lassen sich in den Endstadien der 
Chininwirkung netzférmige Fallungen im Protoplasma und 
globulitische Ausfaillung des Kernes deutlich machen [Giemsa 
und v. Prowazek?)]. 

Um iber die Natur der unter EinfluB des Chinins auf- 
tretenden stark lichtbrechenden Trépfchen, die von v. Pro- 
wazek als lipoidartig angesprochen wurden, AufschluB zu er- 
halten, brachten wir die bereits entmischten Protozoen in eine 
wasserige Lésung von Sudan III. Nach kurzer Zeit hatten 
jene Trépfchen eine deutlich rétliche Farbe angenommen. Ein- 
wirkung schwacher Osmiumsiaure braunt die Gebilde, Neutral- 
rot firbt sie rot, Indophenolblau tief blau. Durch all dieses 
wird die Annahme unterstiitzt, daB jene bei der Einwirkung 
des Chinins auf Colpidien auftretenden stark lichtbrechenden 
Trépfchen tatsachlich lipoidartiger Natur sind. 

Die einzelnen Phasen der Chininwirkung auf Colpidien sind 
demnach, soweit sie sich durch direkte Beobachtung ermitteln 
lassen, folgende: Zustandsinderungen im Protoplasma, gefolgt 
von Entmischung desselben, Stérung der osmotischen Relation 
zu der Umgebung (Vacuolenbildung und Aufblahung), Schadigung 
des Kernes, Sistierung der Beweglichkeit und Zelltod. Die 
spate Alteration der Beweglichkeit, selbst nach dem Schwinden 
der Reaktion auf intensive auBere Reize, wird durch folgenden 
Versuch bewiesen: Setzt man eine Colpidiensuspension auf einem 
entsprechend konstruierten Objekttriger einem konstanten elek- 
trischen Strom aus, so kann man unter dem Mikroskop leicht 
die Wanderung der Infusorien zur Kathode beobachten. Bringt 
man nun zu der Suspension Chinin hinzu, so wird zunichst der 
richtende Einflu8 des Stromes gar nicht geaindert; nach einer 
gewissen Zeit jedoch hért die galvanotaktische Reaktion auf, 
obwohl die Infusorien noch gut beweglich sind. Auch beim 
Einschalten starkerer Stréme und bei wiederholter Anderung 
der Stromrichtung setzen die Colpidien ihre gew6dhnlichen, un- 
geordneten Bewegungen fort, um dann bald abzusterben. Diese 
Erscheinung ist stets nur kurz vor dem Absterben der Zellen 
zu beobachten. Der Effekt ist ganz unabhingig von der Kon- 


1) Le. 
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zentration des Chinins, so daB es sich nicht um eine einfache 
Entladung der Colpidien handeln kann. Ob man nun Chinin 
1:500 oder 1:10000 verwendet, jenes Phinomen tritt un- 
abhingig davon auf und stets nur im praagonalen Stadium 
der Chininwirkung. 

Fiir unsere Trypanosomenversuche[s. auch Anschitz’)] 
verwendeten wir ein Mal den Caderasstamm. Mit frischem 
trypanosomenhaltigen Blut intraperitoneal geimpfte Ratten er- 
lagen der Infektion in 2 bis 3 Tagen. Um Versuchsmaterial 
zu erhalten, wurden infizierte Ratten im Endstadium der Krank- 
heit entblutet, das Blut in der 4 bis 5fachen Menge physio- 
logischer Kochsalzlésung aufgefangen und zentrifugiert. Hierbei 
kamen die spezifisch leichteren Parasiten auf das Blutkérperchen- 
sediment zu liegen; sie wurden abgehoben und in Kochsalz- 
lésung dicht aufgeschwemmt. 

Chinin 1:500 (in Kochsalzlésung) vermag die Trypano- 
somen schon nach 10 Minuten zu immobilisieren, bei 1000 facher 
Verdiinnung nach 15, bei 1:2000 nach 18 bis 20 Minuten. 
Die Konzentration von 1:4000 hat nur eine kurzdauernde 


Beweglichkeitsabnahme zur Folge. Beobachtet man nun den 


Effekt einer Chininlésung 1 : 1000 mikroskopisch, so ist wihrend 
der ersten 5 Minuten eine Anderung der Form und Beweglich- 
keit der Parasiten nicht wahrzunehmen. Dann nimmt die Be- 
weglichkeit progressiv ab, der Zelleib wird starrer, zunichst 
im ganzen dicker, dann lassen sich besonders in der Nahe des 
Blepharoplasts und des Kernes Vacuolen feststellen, die, an 
GréBe zunehmend, zu einer kugeligen Auftreibung des Zell- 
leibes fiihren kénnen. Diese Entrundung muB jedoch nicht 
immer die Folge einer hochgradigen Vacuolenbildung sein, sie 
kann auch durch einfache Aufquellung des Zelleibes bedingt 
werden. In weiterer Folge kann es zum Platzen der Periplast- 
hiille mit Eventration des Zellinhaltes kommen. Der Blepharo- 
plast bleibt samt GeiBel und undulierender Membran stets mit 
der Periplasthiille in Verbindung. Oft sind schon kurz nach 
Beginn der Chininwirkung kleinste, stark lichtbrechende Kiigel- 
chen im Protoplasma verstreut zu beobachten, die den Eindruck 
von Lipoidtrépfchen machen, wegen ihrer Kleinheit jedoch nicht 


1) Anschiitz, Centralbl. f. Bakt. I, Orig.-Bd. 54, 1910. 
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als solche identifiziert werden konnten. Auch die Trypano- 
somen kénnen noch bei weitgehender Verinderung des Proto- 
plasmas beweglich sein; selbst bei bis zur Kugelbildung auf- 
geblihten Parasiten ist noch ein Fortschlagen der undulierenden 
Membran und der GeiBbel bemerkbar. 

Setzt man der gleichen Chininlésung Spuren von Methylen- 
blau zu, so bleiben die zunichst lebhaft beweglichen Trypano- 
somen vollkommen ungefirbt. Dann treten an einzelnen Stellen 
des Protoplasmas flockige Fallungszeichnungen von blaulicher 
Farbe auf, Kern und Blepharoplast fairben sich in ihren zen- 
tralen Partien leicht blau. 

Entnimmt man einer Chinintrypanosomenmischung in Inter- 
vallen von 2 zu 2 Minuten Proben und farbt sie nach Alkohol- 
oder Sublimatalkoholfixierung nach Giemsa, so erscheinen die 
Parasiten innerhalb der ersten 5 Minuten gegeniiber Kontroll- 
praparaten unverandert. Dann aber la8t die Fiarbbarkeit des 
Protoplasmas nach, es treten netzformige Zeichnungen in dem- 
selben auf, die Blahung und Vacuolisierung des Zelleibes wird 
deutlich. Nach 10 Minuten sind auch schon die ersten Ver- 
ainderungen am Kern wahrnehmbar, er ist aufgelockert, macht 
einen ,hypertrophischen“ Eindruck, oder er ist fragmentiert. 
Dieselben Verinderungen sind gleichzeitig oder erst spiter 
(12 bis 14 Minuten) am Blepharoplasten zu sehen. 

Das Chinin vermag demnach bei Trypanosomen annihernd 
dieselben Verainderungen in der gleichen zeitlichen Reihenfolge 
wie bei Colpidien hervorzurufen: Entmischung und Vacuoli- 
sierung des Protoplasmas, dann Schidigung des Kernes und 
des lokomotorischen Apparates und schlieBlich Zelltod. Eine 
Differenz ist jedoch auffallig, Wahrend bei Colpidien die 
tropfige Entmischung in den Vordergrund tritt und zu einer 
Erfiillung des ganzen Protoplasmas mit lipoidartigen Trépfchen 
fiihren kann, ist bei Trypanosomen, als Ausdruck osmotischer 
Stérungen, die Vacuolisierung und Quellung des Protoplasmas 
besonders ausgesprochen, wahrend Lipoidtrépfchen nur in spar- 
licher Zah] auftreten. Der Lipoidgehalt jener Zellarten ist eben 
ein ganz verschiedener, und darauf mag es auch zuriickzufiihren 
sein, daB die Trypanosomen dem Chinin gegeniiber bedeutend 
resistenter sind als die Colpidien, und daB letztere, wie sich 
mittels der Thalleiochinreaktion nachweisen la6t, das Alkaloid 
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sehr wohl zu speichern vermégen, wihrend das bei Trypano- 
somen nie der Fall ist. 

Diese Reaktion wird bekanntlich in der Weise durchgefiihrt, daB 
man zu der zu priifenden Lésung frisch bereitetes Bromwasser bis zur 
schwach gelben Farbung zufiigt und dann wasserige Ammoniaklésung 
zusetzt. Bei Gegenwart von Chinin firbt sich die Fliissigkeit schér 
smaragdgriin. Die Empfindlichkeitsgrenze dieser Reaktion liegt bei einer 
Verdiinnung des Chinins 1:7500 [Giemsa und Schaumann}!)}. Wir sus- 
pendierten nun sorgfaltig gewaschene Colpidien in einer Chininlésung 
1: 10000 und stellten nach dem Absterben der Infusorien die Thalleio- 
chinreaktion an. Nach 10 Minuten wurde zentrifugiert und nun zeigte 
das Sediment eine schwache, jedoch deutliche Griinfirbung, wahrend die 
iiberstehende Fliissigkeit vollkommen farblos erschien. Die Differenz in 
der Firbung des Colpidiensedimentes und der iiberstehenden Fliissigkeit 
wird bei Verwendung konzentrierterer Chininlésungen noch deutlicher. 

Fiir unsere Versuche an Pflanzenzellen wahlten wir die 
Blatter von Elodea canadensis. Die Versuche von v. Eisler 
und v. Portheim®) iiber die Beeinflussung der Giftwirkung des 
Chinins durch Salze zeigten, daB sich in dem Verhalten der 
Protoplasmastrémung in den Zellen der losgelésten Blatter sehr 
deutlich der Grad der Giftwirkung widerspiegelt. Die sorg- 
faltig losgelésten Blatter miissen zunichst einige Minuten in 
Leitungswasser verweilen, um die durch den Chok des Ab- 
reiBens sistierte Plasmastrémung wieder auftreten zu lassen; 
dieselbe bleibt dann in Wasser oder Kochsalzlésung durch viele 
Stunden ungeschwicht bestehen. Bringt man jedoch die Blatter 
in eine Chininlésung 1: 100, so tritt bald eine Verlangsamung 
der Strémung auf; nach 5 Minuten ist sie nunmehr in einzelnen 
Zellen der Mittelrippe wahrnehmbar. Dann treten im Zellsaft 
und im Protoplasma feinste, lebhaft tanzende Ké6rnchen 
auf, dazwischen jedoch im Protoplasma kleine, stark licht- 
brechende Trépfchen, die, an GréBe und Zahl zunehmend, 
bald die ganze Masse des Protoplasmas erfiillen kénnen. Sie 
erscheinen zunichst ungefairbt, nehmen dann den aus den agglo- 
merierten Chlorophyllkérnern diffundierten Farbstoff auf und 
erscheinen leicht griinlichgelb tingiert. Mikrochemische Re- 
aktionen ergaben, daB jene lebhaft tanzenden Koérnchen Gerb- 
siureniederschligen entsprechen, wihrend die stark lichtbrechen- 


1) Giemsa und Schaumann, Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene, 
Beihefte 1907. 
2) vy. Eisler und v. Portheim, diese Zeitschr. 21, 1909. 
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den Trépfchen neben Gerbséure und Eiwei8 vorwiegend fett- 
artige Substanzen enthalten. Ob diese Tropfen den _,,Proteo- 
somen“ Loews resp. jenen ,myelinartigen* Gerbsiurenieder- 
schlagen, die in lebenden Pflanzenzellen nach Einwirkung ver- 
schiedener Alkaloide auftreten [s. Czapek')], vollkommen ent- 
sprechen, haben wir nicht gepriift. 

Weniger erfolgreich waren die Versuche mit Malariapara- 
siten. Blut von hochgradig mit Plasmodium pricox infizierten 
Kanarienvégeln wurde in Kochsalzlésung aufgefangen und 
zentrifugiert. Das Sediment wurde mit Chininlésungen ver- 
schiedener Konzentration zusammengebracht. Es ist bekannt 
[v. Wasielewski*), Koponaris®*)], daB diese Parasiten durch 
Chinin 1: 1000 bis 1:1500 innerhalb 20 Minuten in vitro ab- 
getétet werden. Bei Verwendung dieser Konzentration konnten 
wir auch nach 40 Minuten langer Einwirkung weder im Nativ- 
praparat noch in Giemsapraparaten irgendeinen abweichenden 
Befund in Form, Struktur und Farbbarkeit der Plasmodien 
nachweisen. Wirkte Chinin 1:100 durch 20 Minuten auf die 
infizierten Blutkérperchen ein, so lieB sich im Giemsapraparat 
wohl eine Abrundung des Parasitenleibes, verschwommener 
Kontur, schwichere Fiarbbarkeit des Protoplasmas und Auf- 
lockerung der Kernsubstanz wahrnehmen, ohne daB jedoch 
diese Verinderungen besonders stark ausgesprochen gewesen 
wiren. Sogenannte zerrissene Formen konnten wir nicht auf- 
finden. Dasselbe Resultat ergab die Untersuchung des Blutes 
von malariakranken Menschen (Tertiana- und Tropikainfek- 
tionen); allerdings war hier der Parasitengehalt der Proben ein 
sehr geringer und konnten gerade jene Entwicklungsstadien der 
Tertiana, an denen der Effekt am besten hatte studiert werden 
kénnen (halberwachsene Parasiten), nicht beobachtet werden. 

Abgesehen von diesen Parasiten haben wir also bei In- 
fusorien, Trypanosomen und Pflanzenzellen Veranderungen unter 
dem Einflu8 des Chinins wahrgenommen, die trotz des diffe- 
renten Untersuchungsmateriales prinzipiell gleichartig auftraten 
und auf einen einheitlichen Wirkungsmechanismus schlieBen 
lassen. Als erster Effekt ist stets die Zustandsinderung des 


1) Czapek, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1910, H. 5. 
2) v. Wasielewski, Studien iiber pathog. Protozoen, H. 2, 1908. 
3) Koponaris, Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene 15. 
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Protoplasmas und der Plasmahaut erkennbar, gefolgt von tropfiger 
Entmischung der Plasmakolloide und Stérung der osmotischen 
Relation zu der Umgebung; dann erst wird der Kern- und 
lokomotorische Apparat affiziert. 

Hier mag eine Beobachtung eingefiigt werden, die wir bei 
allen Versuchen mit Colpidien und Trypanosomen machen 
konnten; es ist die auffallige Differenz in der Widerstandsfihig- 
keit der Einzelindividuen gegeniiber Chinin, die auch durch 
Giemsa und v. Prowazek"') hervorgehoben wurde. Bringt man 
eine wirksame Chininlésung zu einer Colpidien- oder Trypano- 
somensuspension, so werden nicht alle Zellen gleichzeitig ab- 
getétet. Die Absterbeordnung erfolgt in einer Art, wie sie sich, 
wenigstens zum Teil, durch eine Exponentialkurve darstellen 
lieBe, das Gros der Individuen stirbt innerhalb eines eng- 
begrenzten Intervalles ab, ein Teil jedoch weicht nach der 
positiven und negativen Seite mehr oder weniger stark ab. 
Ob hier eine Analogie mit den von Reichenbach”) beziiglich 
der Resistenz von Bakterien chemischen Agenzien gegeniiber 
erzielten Resultaten statthaft ist und ob sich durch das Studium 
der Resistenzfrage an Colpidien Anhaltspunkte fiir eine generelle 
Beurteilung dieser wichtigen Frage gewinnen lassen werden, 
miissen weitere Untersuchungen lehren. Wir glauben jedoch 
nach einzelnen Experimenten, die spater erganzt und ausfiihr- 
lich mitgeteilt werden sollen, zu dem Schlusse berechtigt zu 
sein, daB die Intensitat des Stoffwechsels der Einzelindividuen 
fiir ihre Resistenz ausschlaggebend ist [v. Prowazek*)] in dem 
Sinne, daB junge Zellen gegen hohe Chinindosen empfindlicher 
sind als altere. Auch solche Zellen, in denen durch bestimmte 
Agenzien der Stoffwechsel kiinstlich gesteigert wurde, verhielten 
sich ahnlich wie junge Zellen (s. spater). Auch haben wir Be- 
funde erhoben, die die Absterbeordnung nicht allein auf die 
verschiedene Resistenz der Zellen basieren, sondern auch von 
der Natur des einwirkenden Agens abhangig erscheinen lassen. 
Bringt man aus ein und derselben Colpidiensuspension eine 
Probe mit Chinin und eine zweite mit Saponin zusammen, so 
kann die ,Absterbeordnung* in denselben ganz verschieden 

1) le. 


2) Reichenbach, Zeitschr. f. Hyg. 69, 1910. 
%) Le. 
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verlaufen, und zwar in der Chininprobe so, wie oben, skizziert, 
in der Saponinprobe kann jedoch die eine Hilfte der Infusorien 
bald und anniéhernd gleichzeitig absterben, wihrend die zweite 
Halfte tberhaupt iiberlebt. Welche Momente fiir dieses auf- 
fallige Verhalten verantwortlich zu machen sind, sind wir eben 
im Begriffe zu untersuchen und hoffen, dariiber bald Niaheres 
berichten zu kénnen. 


II. 

v. Prowazek’) hatte festgestellt, daB Saiuren die Colpidien 
gegen die Einwirkung des Chinins resistenter machen, waihrend 
Alkalien, Saponin, Ather, Benzol, Rohrzucker ihre Empfindlich- 
keit steigern. Die Alkalien und die lipoidléslichen Mittel er- 
niedrigen die innere Strukturspannung der Zelle, beférdern also 
die Entmischung des Protoplasmas durch das Chinin, wahrend 
Saiuren antagonistisch wirken. Der Einflu8 von Salzen auf die 
Giftwirkung des Chinins ist durch v. Eisler und v. Portheim’) 
an Pflanzenzellen, durch Brailsford Robertson®*) an Infusorien 
studiert worden. Uns schwebte das Ziel vor, ein die Chinin- 
wirkung méglichst intensiv verstarkendes Agens zu finden, um 
dann durch kombinierte Wirkung Heilversuche an Trypano- 
someninfektionen durchzufiihren. Wie gleich vorweggenommen 
sein mag, haben wir dieses Ziel noch nicht erreicht. Immerhin 
scheint uns die Wiedergabe der Versuche iiber den Einflu8 ver- 
schiedener Agenzien auf die Chininwirkung von Interesse zu sein. 

Alle unsere Experimente wurden an Colpidien aus ein und 
derselben Kultur durchgefiihrt. Colpidien aus verschiedenen 
Infusen zeigen manchmal weitgehende Differenzen in der Re- 
sistenz gegeniiber den verwendeten Giften. Auch wurden die 
Infusorien vor dem Versuch stets abzentrifugiert, einmal mit 
Leitungswasser gewaschen und dann bis zur Dichte der ur- 
spriinglichen Kultur in Leitungswasser suspendiert. Das Waschen 
der Infusorien, d. i. die griindliche Entfernung des urspriing- 
lichen Suspensionsmediums, ist unbedingt erforderlich, da letz- 
teres durch seine wechselnde Reaktion und durch die ver- 
schiedenen in ihm gelésten Stoffe die Wirkung der einzelnen 


1) le. 
2) le. 
3) Brailsford Robertson, Journ. of med. Chem. 1. 





430 J. Moldovan: 


Agenzien in nicht kontrollierbarer Weise beeinflussen kann. 
Die Dichte der Colpidiensuspension ist fiir den Ausfall des 
Versuches auch von Bedeutung, sie soll fiir Vergleichversuche 
annahernd dieselbe sein [v. Prowazek’)]. 

Die Experimente wurden in der Weise durchgefiihrt, daB 
zunachst die einzelnen Agenzien — parallel mit dem Chinin — 
an Colpidien beziiglich ihrer Giftwirkung ausgewertet wurden. 
Dann wurde Chinin mit den einzelnen Mitteln kombiniert zur 
Wirkung gebracht, und zwar entweder gleichzeitig im Misch- 
versuch oder aber es wurden die Colpidien zunichst mit dem 
einen Mittel vorbehandelt, abzentrifugiert und dann in frischem 
Leitungswasser suspendiert, sofort der Chininwirkung ausgesetzt. 
Die Vorbehandlung geschah nur so lange, daB Schidigungen 
der Infusorien nicht wahrzunehmen waren, das Abzentrifugieren 
und Zufiigen des Chinins so rasch, daB ein vorzeitiges Heraus- 
diffundieren des ersten Mittels aus den Colpidien nicht médglich 
war. Zur Verwendung kamen neben dem Chinin Saponin, 
Atropin, Strychnin, Curare, Galle, taurocholsaures Natrium, 
Methylenblau, Neutralrot und Trypanrot. 

Die Kombination Chinin-Saponin fiihrte zu folgendem Re- 
sultat. 

Seeonsene. 
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Es resultiert demnach bei Kombination des Chinins mit 
einer an sich nahezu unwirksamen Saponinkonzentration eine 


1) vy. Prowazek, Centralbl. f. Bakt. I, Orig.-Bd. 66, 1912. 
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bedeutende Verstarkung der Wirkung. Auch bei Verwendung 
héherer Saponinkonzentrationen ging die Wirkung weit iiber 
den Summationseffekt der Einzelkomponenten hinaus. 

Nun wurden Colpidien mit Saponin vorbehandelt und dann 
verschiedenen Chininkonzentrationen ausgesetzt. Als Kontrollen 
dienten mit Saponin nicht vorbehandelte, jedoch gleichfalls 
zentrifugierte Infusorien, mit den gleichen Lésungen des Chinins 
zusammengebracht. Die Vorbehandlung erfolgte mit Saponin 
1:1000 durch 5 Minuten. 


Wirkungs- Nachbehandelt mit Chinin 
dauer des 1: 10000 1: 30000 1: 60000 
Chinins 
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lebh. bew. = lebhaft beweglich; haw. = beweglich; entr. == entrun- 
det; z.T.= zum Teil; z. gr. T. == zum gréBten Teil. 

Bei Vorbehandlung mit Saponin 1:1000 tritt demnach 
durchweg eine Verstirkung der Chininwirkung zutage, am 
meisten ausgesprochen bei der starksten Chininkonzentration 
1: 10000, weniger bei 1: 30000, am schwichsten bei 1 : 60000. 


Vorbehandlung mit Saponin 1: 20000 durch 15 Minuten. 
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Bei Vorbehandlung mit Saponin 1: 20000, also einer viel 
schwacheren Konzentration als im friiheren Versuch, resultiert 


1) Nach 24" z. T. noch gut beweglich. 
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demnach eine Verstarkung der Wirkung des Chinins 1 : 10000 
und eine bedeutende Abschwachung des Effektes von Chinin 
1:60000, wahrend bei einer mittleren Konzentration des Al- 
kaloids (1: 30000) eine Abweichung von der Kontrolle iiber- 
haupt nicht wahrzunehmen ist. 

Im Prinzip dieselben Resultate erzielten wir bei Umkehrung 
der Versuche, d. i. Vorbehandlung mit Chinin und Nachwirkung 
von Saponin. Vorbehandlung mit starken Chininlésungen (z. B. 
1: 10000) hatte durchweg eine Verstirkung der Wirkung des 
Saponins zur Folge, unabhaingig von der Konzentration 
des letzteren. Vorbehandlung mit schwachen Chininlésungen 
(1:100000 durch 30 Minuten) hatte zur Folge, daB die In- 
fusorien starken Saponinlésungen (1: 500) rascher erlagen, 
schwachen gegeniiber jedoch sich resistenter zeigten, als in 
den entsprechenden Kontrollpraparaten. 

Bevor wir eine Erklarung dieser Ergebnisse versuchen, 
sollen noch einige Experimente mit der Kombination Chinin- 
Methylenblau kurz wiedergegeben werden. 

Die Auswertung des Methylenblaus ergab, daB es in der 
Verdiinnung von 1: 2000 unsere Colpidien innerhalb 30 Minuten 
abtétete, wihrend 1:20000 iiberhaupt keinen nennenswerten 
EinfluB auf die Zellen auszuiiben vermochte. Es wurden nun 
gleiche Proben einer Colpidiensuspension mit fallenden Kon- 
zentrationen Methylenblau durch 1 Stunde vorbehandelt und 
dann gleichartig einer Chininlésung 1: 20000 ausgesetzt. 
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Auch hier also das Resultat, daB Vorbehandlung mit star- 
keren Methylenblaulésungen die Wirkung des Chinins 1 : 20000 
wesentlich verstarkt, wahrend Spuren des ersten Mittels den 
Effekt bedeutend abschwachen. Letzteres tritt noch deutlicher 
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in folgendem Versuche hervor, der von dem friiheren dadurch 
abweicht, daB eine bedeutend dichtere Colpidiensuspension zur 
Verwendung kam. 


Vorbehandlung mit verschiedenen Methylenblaukonzentrationen 
durch 1 Stunde; darauf Chinin 1 : 20000. 
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DieVorbehandlung derColpidien mitMethylenblau 1 : 20000000 
hatte den Effekt, daB nachtriglich zugefiigtes Chinin 1: 20000 
vollig wirkungslos blieb. 

Im Prinzip dieselben Resultate, wie oben skizziert, wurden 
bei der Kombination des Chinins mit Atropin, Neutralrot, 
Strychnin, Curare, Galle und taurocholsaures Natrium erzielt. 
Trypanrot, das selbst in der Konzentration 1 : 100 die Colpidien 
nicht zu schidigen vermag, laBt nur einen schiitzenden, die 
Chininwirkung beeintrachtigenden Effekt erkennen. 

Wir sehen aus diesen Versuchsreihen, besonders aber aus 
den Experimenten mit Chinin-Saponin und Chinin-Methylenblau, 
daB bei kombinierter Aktion zweier Mittel auf Colpidien der 
Gesamteffekt nicht nur von der Natur der Komponenten ab- 
hingig ist, in dem Sinne, daB bei der einen Kombination nur 
eine Verstaérkung der Einzeleffekte, bei einer zweiten nur eine 
gegenseitige Abschwichung resultiert. Es ist fiir den erzielten 
Effekt auch die Konzentration der einzelnen Agenzien insofern 
ausschlaggebend, als man durch Variation der Konzentration 
des einen Mittels die Wirkung des zweiten beliebig verstarken, 
abschwachen oder unbeeinfluBt lassen kann. 

René Sand’) hat beobachtet, daB Chinin und Arsenik, die 
in héheren Konzentrationen bestimmte Infusorien (Stylonychia 
pulstulata) rasch abtéten, in starken Verdiinnungen (1: 500000) 
nicht einfach wirkungslos bleiben, sondern die Vitalitat der 
Zellen steigern. Diese Steigerung der ,,Vitalitat“, wohl als 


1) René Sand, Act. thérapeutique de |’arsenic etc. Bruxelles 1901. 
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Steigerung des Stoffwechsels aufzufassen, kommt in einer be- 
deutenden Beschleunigung der Teilung deutlich zum Ausdruck. 
Es ist das vielleicht nur ein Spezialfall des Gesetzes, daB Para- 
lysatoren in kleinsten Mengen zu Aktivatoren werden, d. h. 
daB Agenzien, die die Wirkung von Fermenten lahmlegen, in 
schwiachsten Konzentrationen die Tatigkeit derselben Fermente 
erheblich férdern kénnen. Ubertragen wir diese Erkenntnis 
auf unsere Befunde, so kénnen wir sagen, daB das Saponin 
1: 20000 oder Methylenblau 1:20000000 vielleicht deshalb 
eine schiitzende Wirkung vor dem nachtraglich zugefiigten 
Chinin ausgeiibt hat, weil dadurch die Vitalitat, die Stoffwechsel- 
intensitat der Zellen eine Steigerung erfahren hatte. Vor- 
behandlung mit hohen Dosen jener Mittel schadigt die Colpi- 
dien, die dann rascher der Chininwirkung erliegen, mittlere 
Dosen lassen den Stoffwechsel der Zelle unbeeinfluBt, die Chinin- 
wirkung kommt rein zur Geltung. Jene kiinstliche Stoffwechsel- 
steigerung bedingt jedoch nicht einfach eine Erhéhung der Re- 
sistenz iiberhaupt, sie bedingt nur, daB die Zelle schwache 
Schadigungen leichter iiberwindet, starkeren Giftwirkungen jedoch 
erliegt sie rascher, denn die Vorbehandlung mit Saponin 1:20000 
beeintraichtigte nur die Wirkung schwacher Chininkonzentra- 
tionen (1:60000), wahrend die Wirkung héherer Chininkon- 
zentrationen (1: 10000) trotz derselben Vorbehandlung ver- 
stirkt wurde. Es bedarf wohl noch weiterer Studien, um 
alle hier in Betracht kommenden Momente aufzukliren und 
um die wichtige Frage zu entscheiden, ob auch in einem Zu- 
stande physiologisch erhéhten Stoffwechsels dasselbe Verhalten 
der Resistenz die Regel ist. Einzelne diesbeziigliche Versuche 
haben uns gezeigt, daB tatsichlich die Zellen einer jungen (ein- 
tagigen) Colpidienkultur (,,Einzelkultur“) héheren Chininkonzen- 
trationen (1: 10000) gegeniiber weniger resistent sind, als In- 
fusorien aus derselben Kultur aus spéteren Tagen, sie erliegen 
auch annahernd gleichzeitig der Giftwirkung, so daB erhebliche 
Resistenzunterschiede der Einzelindividuen nicht wahrzunehmen 
sind. Mit fortschreitenden Alter der Kultur — bis zu einer 
gewissen Grenze — wird die Resistenzbreite gréBer und auch 
die Gesamtresistenz im allgemeinen héher. Es sprechen diese 
Versuche zugunsten der Anschauung, daB der Stoffwechsel- 
zustand der Colpidien fiir ihre Resistenz entscheidend ist 
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(v. Prowazek). Ob sich daraus auch eine Bestitigung der 
Reichenbachschen Anschauung von der ausschlieBlichen Be- 
deutung des verschiedenen Generationsalters der eine Kultur 
zusammensetzenden Bakterien fiir die Absterbeordnung der- 
selben entnehmen lat, miissen erst weitere Versuche lehren. 

Unsere Versuchsergebnisse sprechen jedoch sicherlich nicht 
zugunsten der Theorie Biirgis’) iiber die Wirkungsweise von 
Arzneimittelkombinationen, die besagt, daB Kombinationen von 
im groBen und ganzen gleichartig wirkenden Arzneien zu einer 
glatten Summation der Einzeleffekte fiihren, wenn die Arzneien 
einen ,gleichen Angriffspunkt“ haben, wahrend es zu einem 
weit tiber dem Additionsergebnis der Einzeleffekte liegenden 
Gesamteffekt kommt, wenn die einzelnen Glieder der Medika- 
mentenmischung unter sich verschiedene pharmakologische An- 
griffspunkte haben [s. dagegen Berner und Woker”) u.a.]. Wir 
konnten bei kombinierter Aktion zweier Mittel auf Colpidien, unab- 
hangig von der Identitaét oder Verschiedenheit der ,, Angriffspunkte“ 
der Einzelkomponenten, im allgemeinen gleichartige Resultate 
erzielen, wobei der erzielte Gesamteffekt wesentlich von dem 
gegenseitigen Konzentrationsverhaltnis der Agenzien abhan- 
gig war. 

III. 

Die ersten eingehenden Untersuchungen iiber die Be- 
ziehungen des Chinins zur Sauerstoffatmung sind durch Binz 
angestellt worden. Er konnte einwandfrei feststellen, daB bei 
septisch fiebernden Tieren der Sauerstoffverbrauch und die 
Kohlensaéureproduktion erheblich (um etwa ein Drittel) reduziert 
werden, wahrend bei gesunden Tieren und Menschen weit groBere 
Chinindosen zur Erzielung eines ahnlichen Effektes notwendig 
sind. Die Herabsetzung der Oxydationen im Fieber durch 
Chinin konnte von einzelnen spateren Untersuchern bestatigt 
werden, bei Gesunden konnte jedoch eine Abnahme des Sauer- 
stoffverbrauchs meist nicht festgestellt werden. Binz hatte 
auch nachgewiesen, daB das Chinin schon in sehr schwachen 
Konzentrationen (1:20000) die Guajacreaktion hemmt; nach 
Pfliiger und Heubach®*) wirkt das Alkaloid schon in sehr ver- 


1) Biirgi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 8. 
®) Berner und Woker, Zeitschr. f. allg. Physiol. 13, 1912. 
3) Pfliiger und Heubach, zit. nach Binz. 
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diinnter Lésung (1:14000) auBerst energisch auf die Licht- 
entwicklung der Leuchtbakterien. 

An Einzelligen haben zuerst Giemsa und v. Prowazek’) 
festgestellt, daB unter dem EinfluB des Chinins der Sauerstoff- 
verbrauch herabgesetzt wird; sie wiesen auch nach, daB die 
Chininwirkung bedeutend verstarkt wird, wenn die Colpidien 
unter Ausschlu8 des Luftsauerstoffs (Wasserstoffatmosphare) der 
Wirkung des Alkaloids ausgesetzt werden. 

Um den EinfluB des Chinins auf die Zelloxydationen zu 
beobachten, verwendeten wir zunicht die sog. ,, Oxydasereaktion“, 
die bekanntlich auf einer oxydativen Indophenolblausynthese 
aus «-Naphthol und Dimethylparaphenylendiamin beruht. Sie 
wurde im Prinzip von Ehrlich*) schon im Jahre 1885 ange- 
geben, in neuerer Zeit von anderen Autoren fiir mikrochemische 
Untersuchungen dienstbar gemacht. Bringt man bestimmte Ge- 
websschnitte in eine Mischung von a-Naphthol und Dimethyl- 
paraphenylendiamin (je 1°/, wiasserig), so nehmen sie bald eine 
intensiv blaue Farbe an. Die mikroskopische Untersuchung 
14Bt dann in den Zellen mehr oder weniger zahlreiche intensiv 
blau gefarbte Granula erkennen, die allgemein als der Sitz der 
Oxydationsfermente angesehen werden, als die Orte, wo der auf- 
genommene molekulare Sauerstoff aktiviert wird. 

Bringt man nun Colpidien in das Diamingemisch, so nehmen 
dieselben bald eine intensive blaue Farbung an; das Mikroskop 
zeigt im Protoplasma diffus verstreut zahlreichste feinste blau- 
gefirbte Granula, daneben aber auch gréBere, nur in ihrer Peri- 
pherie tingierte runde Gebilde. LaBt man auf Colpidien zu- 
naichst Chinin einwirken und stellt dann, nach einmaligem 
Waschen der Infusorien in Leitungswasser, die Reaktion an, 
so ist der Ausfall derselben je nach der verwendeten Konzen- 
tration und der Einwirkungsdauer des Chinins verschieden. 
Durch hohe Konzentrationen des letzteren (1: 200) abgetotete 
Colpidien lassen meist die Indophenolblausynthese in ihrem 
Protoplasma vdéllig vermissen, mittlere Konzentrationen fiihren 
nur zu einer geringen Abnahme der Blaufirbung oder lassen 
gar keine Differenz gegeniiber den Kontrollen erkennen. Bei 
Anwendung schwacher, die Infusorien nicht abtétender Chinin- 


2) Ehrlich, Das Sauerstoffbediirfnis des Organismus. 1885. 
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konzentrationen kann oft sogar eine intensivere Blaufarbung 
der Colpidien beobachtet werden als im Kontrollpraparat. 

Die Beurteilung des Reaktionsausfalles ist nicht einfach, da auch 
andere Inhaltsgebilde des Protoplasmas, wohl infolge Aufnahme des dif- 
fundierten blauen Farbstoffes, eine blaue Tinktion annehmen kénnen, 
Gebilde, die mit den Oxydationsprozessen in der Zelle sicherlich nichts 
zu tun haben. Das Indophenolblau ist ja bekanntlich auch ein guter 
Fettfarbstoff und demnach kénnen in durch Chinin entmischten Colpi- 
dien die Lipoidtrépfchen blau gefirbt erscheinen. Die bloBe makro- 
skopische Betrachtung des Praparates kann deshalb leicht irrefiihren, 
und das Verhalten der feinsten, punktférmigen Granulationen muB fir 
die Beurteilung des Reaktionsausfalles richtunggebend sein. Wichtig ist 
auch, stets nur frische Lésungen von «-Naphthol (heiB gelést und nach 
dem Erkalten filtriert) und Dimethylparaphenylendiamin zu verwenden. 

Einwandfreier gestalteten sich die Versuche an Pflanzen- 
zellen. Bringt man Blatter von Elodea canadensis in das Di- 
amingemisch, so nehmen sie bald eine tiefdunkle blaue Farbe 
an. La®t man jedoch vorher Chinin (1:100) einwirken, so 
bleibt die Blaufarbung volikommen aus. 

Nach diesen Versuchen scheint der Endeffekt der Chinin- 
einwirkung auf Colpidien und Pflanzenzellen in einer Erstickung 
durch Hemmung jener Reaktionen, die den aufgenommenen 
Sauerstoff aktivieren, zu beruhen. 

Der nachste Schritt war nun, auch an hochorganisierten 
Tieren die Beeinflussung der Oxydationsprozesse durch Chinin 
mittels jener Reaktion zu studieren. Zunichst téteten wir 
Ratten durch hohe Dosen subcutan eingesprizten Chinins, fer- 
tigten uns von verschiedenen Organen (Gehirn, Leber) ohne 
jede Vorbehandlung Gefrierschnitte an und setzten sie der 
Wirkung des Diamingemisches aus. Die Resultate waren jedoch 
nicht eindeutig, in der Mehrzahl der Fille war ein Unterschied 
in der Intensitat der Blaufairbung gegeniiber Organschnitten 
aus durch Entbluten oder Nackenschlag getéteten Tieren nicht 
wahrnehmbar. 

Erfolgreicher schien uns der Versuch zu sein, die Beein- 
flussung der Indophenolblausynthese durch Chinin in vivo zu 
beobachten. Ehrlich hat bekanntlich im Jahre 1885 gezeigt, 
da8 wenn man einem Kaninchen eine Lésung, die je */,°/, Di- 
methylparaphenyldiamin und q«-Naphthol enthalt, intravends 
bis zum Eintritt des Todes injiziert, bei der mit méglichster Be- 
schleunigung vorgenommenen Sektion eine primaire Verblauung 

Biochemische Zeitschrift Band 47. 29 
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des Hirngraues, Herzens, der Nierenrinde, Submaxillaris und 
bestimmter Muskelgruppen zu konstatieren ist; die Lunge er- 
scheint primar farblos, die Leber nur schwach blau gefarbt. 
Die Oxydation des Farbstoffes zu Blau erfolgt in den Organ- 
zellen selbsi und bildet die Intensitat der primaren Blau- 
farbung unter bestimmten Einschrankungen einen Gradmesser 
der intravitalen Sauerstoffspannung, der Lebhaftigkeit der Oxy- 
dationsprozesse in den betreffenden Organzellen. Voraussetzung 
fiir die Erzielung eines einwandfreien Ergebnisses ist die 
Autopsie unmittelbar nach dem Tode oder noch besser wahrend 
der Agone; denn sehr bald tritt die Reduktionsfahigkeit der 
Organe (besonders beim Gehirn) in Aktion, das Indophenolblau 
wird zu Indophenolwei8 reduziert und damit das Sektionsbild 
wesentlich geandert. 

Wir stellten unsere Versuche an Meerschweinchen an und 
injizierten zunachst einem Tiere von 250 g intravenos 4 ccm einer 
Lésung, die je '/,°/, c-Naphthol und Dimethylparaphenylendiamin 
enthielt. Das Tier war unmittelbar nach der Einspritzung stark 
beschidigt und starb nach 5 Minuten unter Krampfen. Die 
sofortige Sektion ergab intensive primare Blaufairbung der Hirn- 
rinde, des Herzens, schwache Blaufarbung der Leber, Sub- 
maxillaris, des Nierenmarks, Zwerchfells und des Diinndarms, 
und eine farblose Lunge. Bald nach der Sektion war die Blau- 
farbung der Hirnrinde verschwunden, die Farbung der tbrigen 
Organe nahm an der Luft noch zu, um dann auch innerhalb 
verschiedener Zeit ihren blauen Farbenton ganz zu verlieren. 

Ein zweites Meerschweinchen von demselben Gewicht er- 
hielt zunachst 1,5 ccm einer 1°/,igen Lésung von Chininum 
hydrochloricum (in physiolog. Kochsalzlésung) intravenés und 
nach 1 Minute 4 cem des obigen Diamingemisches in die 
zweite Jugularis. Tod nach 4 Minuten. Die sofortige Sektion 
ergab die Hirnrinde absolut nicht gefarbt, auch an der Luft 
nicht nachblauend, Herz, Zwerchfell und Diinndarm leicht 
blau tingiert, die iibrigen Organe farblos. An der Luft nahmen 
alle Organe, mit Ausnahme des Gehirns, einen intensiv blauen 
Farbenton an, der, in seiner Intensitét kaum abnehmend, durch 
mehrere Stunden bestehen blieb. 

Ein drittes Meerschweinchen diente wieder als Kontrolle 
und erhielt das Diamingemisch allein, ohne Chinin, intravenéds 
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injiziert. Es zeigte denselben typischen Organbefund wie das 


erste Tier. 
Nach dieser Versuchsreihe konnten wir annehmen. da 


Chinin, in entsprechend hoher Dosis intravenés injiziert, die 
Oxydationen, besonders im Bereich der Hirnrinde, hemmt. Den 
Einwand, daB das Diamingemisch infolge der durch das Chinin 
geinderten Resorptionsverhiltnisse iiberhaupt nicht von den 
betreffenden Zellen aufgenommen worden sei, konnten wir da- 
durch widerlegen, da wir Hirnstiickchen nach vorherigem Kochen 
mit alkalischer Chromatlésung — wie Ehrlich angegeben — 
behandelten. Es trat sofort Blaufarbung der Hirnrinde auf 
als Beweis dafiir, daB die beiden farbstoffbildenden K6rper tat- 
sichlich von den Organzellen aufgenommen, wegen Fehlens 
aktiven Sauerstoffes jedoch nicht oxydiert worden waren. 

Ein zweiter Einwand, der gemacht werden kénnte, ist, 
daB unter dem EinfluB des fiir das Zentralnervensystem toxi- 
schen Chinins der Sauerstoffverbrauch der grauen Substanz 
erhéht und dementsprechend ihr Reduktionsvermégen gesteigert 
werde. Unter dieser Voraussetzung wire dasselbe Sektionsbild, 
also Farblosigkeit der Hirnrinde, resultiert. 

Wird einem Meerschweinchen Methylenblau in */,°/, iger 
Lésung intravenéds bis zum Eintritt des Todes injiziert, so er- 
scheint das Gehirn bei der sofortigen Sektion nahezu farblos, 
wahrend andere Organe mehr oder weniger intensiv blau ge- 
firbt sein kénnen. Der leicht reduzierbare Farbstoff wurde 
also in der Hirnrinde in das Leukoprodukt umgewandelt, ein 
Beweis dafiir, daB auch diesem, am besten mit Sauerstoff ver- 
sorgten Organ eine gewisse Reduktionsfahigkeit innewohnt. Wird 
jedoch einem zweiten Meerschweinchen zunachst 1,5 ccm Chinin 
(1°/,) intravenés eingespritzt und nach 1 Minute dieselbe Me- 
thylenblaulésung wie oben injiziert, so erscheint das Gehirn 
nicht mehr farblos, sondern leicht blau gefirbt, als Beweis da- 
fiir, daB das Chinin die Reduktionsfahigkeit, den Sauerstoff- 
verbrauch, nicht gesteigert hatte. 

Wichtig fiir alle derartigen Versuche, besonders aber fiir 
die Beurteilung der Beeinflussung der intravitalen Indophenol- 
blausynthese durch das Chinin, ist die Injektion optimaler Dosen 
des letzteren. Die eingespritzte Dosis muB nahe der letalen 


sein. Injiziert man geringere Mengen, die von dem Tiere an- 
29* 
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standslos ertragen werden, so wird das nachtraglich zugefiihrte 
Diamingemisch — ganz wie bei dem Kontrolltier — im Hirn, 
Herzen usw. zu Indophenolblau oxydiert. Spritzt man jedoch 
groéBere Mengen Chinin ein, so erliegt das Tier zu rasch, als 
daB die Reaktion tiberhaupt zustande kommen kénnte. 

Um von dem Nachteil einer allzu akuten Chininwirkung 
frei zu sein, injizierten wir das Mittel einigemal in hohen Dosen 
intraperitoneal. Wir hofften, so ein langeres Intervall einer 
schweren Vergiftung des Tieres zu erzielen und so bequemer 
die Beeinflussung der Oxydationsprozesse im Gehirn nachweisen 
zu kénnen. Werden einem Meerschweinchen von 240g 7 ccm 
1°/, ige Chininlésung intraperitoneal injiziert, so bleibt es durch 
4 bis 5 Minuten voéllig munter. Dann treten plétzlich die ersten 
Vergiftungserscheinungen auf und schon nach ca. 4 weiteren 
Minuten geht das Tier ein. Wir injizierten nun 5 Tieren zu- 
naichst Chinin intraperitoneal und dann sofort nach dem Er- 
scheinen der ersten Vergiftungssymptome 8 ccm des Diamin- 
gemisches intravends. Nur 2mal iiberlebten die Tiere ganz 
kurz diese Einspritzung, und ergab die Sektion eine Abnahme 
der Blaufairbung der Hirnrinde gegeniiber den Kontrollen. In 
den 3 iibrigen Versuchen waren die Meerschweinchen schon 
vor Beendigung der intravendsen Einspritzung tot. 

Wir haben nun nach dem Vorgange Ehrlichs auch Ver- 
suche mit Alizarinblau S durchgefiihrt. Wird dieser Farbstoff 
in Wasser gebracht, so resultiert eine dunkelbraune kolloidale 
Lésung. Wird eine gesattigte Lésung des Alizarinblau S Meer- 
schweinchen subcutan oder intravendés injiziert, so gehen die 
Tiere je nach der Injektionsart und der zugefiihrten Farbstoff- 
menge mehr oder weniger rasch unter Krampfen ein. Die so- 
fortige Sektion ergibt eine starke Blaufarbung der Hirnrinde, 
des Herzens, bestimmter Muskelgruppen, sehr intensive Blau- 
firbung der Submaxillaris, waihrend die Leber und besonders 
die Lunge primar farblos erscheinen. Es zeigt sich also eine 
gute Ubereinstimmung mit den Versuchen der intravitalen 
Indophenolblausynthese. Wiahrend aber die Blaufarbung der 
Organe nach der Injektion des Diamingemisches die lokale 
Oxydation der beiden farbstoffbildenden Kérper anzeigt, ist 
die Blaufarbung nach Alizarinblau-S-Injektion ganz anders zu 
beurteilen. Ehrlich hat nachgewiesen, daB Alizarinblau § 
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schon im Blute zu dem blauen Farbstoff oxydiert wird und 
daB demnach die Intensitét der Blaufarbung der Organe davon 
abhangig ist, wieviel blauer Farbstoff aufgenommen und in 
welchem MaBe derselbe innerhalb der Organzellen wieder re- 
duziert wird. Das Organ, das den Ort des stirksten Re- 
duktionsvermégens darstellt, die Lunge, erscheint farblos, die 
Hirnrinde, das Herz und die Submaxillaris sind deshalb so in- 
tensiv blau tingiert, weil sie viel von dem blauen Farbstoff 
aufnehmen und weil ihr Reduktionsvermégen zu gering ist, um 
das schwer reduzierbare Alizarinblau in das Leukoprodukt iiber- 
zufiihren. Die iibrigen Organe stehen beziiglich Farbstoffauf- 
nahme und Reduktionskraft in der Mitte zwischen diesen Ex- 
tremen. 

Wir injizierten nun einem Meerschweinchen von 240 g 
5 ccm einer gesattigten Alizarinblau-S-Lésung intravenéds. Das 
Tier ging nach 1 Minute unter Krimpfen ein. Die sofortige 
Sektion ergab das oben skizzierte Bild in typischer Aus- 
pragung. 

Ein zweites Meerschweinchen erhielt zunachst 1,6 cem Chinin 
(1°),) intravendés und 1 Minute darauf 5 cem der Alizarinblau-S- 
Lésung in die zweite Jugularis. Tod nach 2 Minuten. Das Gehirn 
erschien farblos, ebenso die tibrigen Organe mit Ausnahme von 
Herz und Submaxillaris, die eine ganz leichte blaue Tinktion 
zeigten. 

Um zu eruieren, ob hier eine Hemmung der Blaubildung 
im Blute oder aber eine nachtragliche Reduktion des blauen 
Farbstoffes in den Organen mit im Spiele war, wurden einem 
850 g schweren Kaninchen 9 ccm einer gesiattigten Alizarin- 
blaulésung subcutan injiziert. 5 Minuten darauf begann die 
Haut blau zu werden; nach 25 Minuten wurde das Schiadeldach 
trepaniert und eine deutliche Blaufarbung der Hirnoberfliche 
konstatiert. In der 30. Minute erhielt das Tier 4 ccm einer 
1°/,igen Chininlésung intravenéds und starb nach 3 Minuten, 
ohne daB die Blaufirbung des Gehirnes eine Abnahme, also 
eine Reduktion des Farbstoffes, als Ausdruck eines durch das 
Chinin gesteigerten Sauerstoffverbrauches hatte erkennen lassen 
(Sektion). 

Wir miissen daher schlieBen, daB das Chinin die Oxydation 
des Alizarinblau S im Blute hemmt. 
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Derselbe Versuch wurde auch an Meerschweinchen mit 
demselben Resultat wiederholt. 

Die oben angefiihrten Experimente mit kiipenbildenden 
Farbstoffen sind nur ein Teil der groBen Versuchsreihe an 
Meerschweinchen und Kaninchen, die wir zum Studium der 
Beeinflussung der Sauerstoffatmung durch das Chinin durch- 
gefiihrt haben. 

Fassen wir nun die Ergebnisse dieses Kapitels tiber Chinin 
und Sauerstoffatmung zusammen, so kommen wir zu dem Schlusse, 
daB das Alkaloid in entsprechender Konzentration die Sauer- 
stoffatmung behindert resp. sistiert, waihrend kleine Mengen die 
Oxydationen nicht beeinflussen oder sogar steigern kénnen. An 
Colpidien und Pflanzenzellen war dieser Nachweis relativ ein- 
fach, am hdher organisierten Tiere sind die Verhialtnisse viel 
komplizierter. Immerhin sind wir besonders durch die Beob- 
achtung am Gehirn, das bei seinem Lipoidreichtum und der 
hohen Bedeutung der Oxydationsprozesse fiir seine Funktion 
fiir die Schidigung durch das Chinin besonders disponiert er- 
scheint, also ein sehr empfindliches Reagens fiir die Stérung 
der Sauerstoffatmung abgibt, zu dem Schlusse gelangt, dab 
auch beim hochorganisierten Tiere der Endeffekt der Chinin- 
wirkung in einer Behinderung der intracellularen Oxydations- 
prozesse zu suchen ist. 

Laqueur’) hat in einer Arbeit iiber die Wirkung des Chinins 
auf Fermente nachgewiesen, daB es in sehr verdiinnten Lésungen 
(0,001° ,) die Tatigkeit bestimmter Oxydationsfermente fordert, 
wihrend héhere Konzentrationen ihre Funktion hemmen resp. 
sistieren. Derselbe Autor hat auch nachgewiesen, daB auch 
andere fermentative Prozesse durch das Chinin beeinfluBt werden, 
jedoch nicht gleichartig, denn bei einzelnen konnte durch das 
Alkaloid nur eine Férderung, bei anderen nur eine Hemmung 
der Fermenttatigkeit konstatiert werden. Bei der hohen Aktivitiat 
des Chinins [Traube’*)] ist es demnach selbstverstandlich, dab 
sich seine Wirkung im Tierkérper nicht einfach mit der Be- 
einflussung der Sauerstoffatmung erschépft. Immerhin ist dieser 
EinfluB, mit Riicksicht auf die essentielle Bedeutung der 





1) Laqueur, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 55, 1906. 
2) Traube, Kolloidchem. Beihefte 1912. 

















Wirkungsweise des Chinins. 443 


Oxydationsprozesse gerade fiir die Funktion der lebenswich- 
tigsten Organe, als der wichtigste Teil der Chininwirkung an- 
zusehen. 

Der feinere Mechanismus der Beeinflussung der Sauerstoff- 
atmung durch das Chinin scheint nach unseren Experimenten 
nicht auf einer Behinderung der Sauerstoffaufnahme durch die 
Zellen zu beruhen. Es handelt sich demnach nicht um eine 
einfache Sperrung der Sauerstoffzufuhr. Dieser ProzeB, der der 
gewobnlichen Erstickung der Zelle entsprechen wiirde, hatte ja 
zur Folge, daB die Tatigkeit der Oxydationsfermente unbeein- 
fluBt bleiben und die Sauerstoffgier der Zelle, beurteilt nach 
ihrem Reduktionsvermégen, steigen wiirde. Besonders unsere 
Versuche mit Methylenblau und Alizarinblau S sprechen gegen 
diese Annahme. Wir miissen vielmehr eine direkte Beein- 
flussung der Oxydationsprozesse in der Zelle selbst annehmen, 
und zwar mit Riicksicht auf die Reversibilitat der Chinin- 
wirkung bei nicht zu sehr fortgeschrittener Vergiftung (s. Col- 
pidienversuche) und mit Riicksicht auf die anderen Versuchs- 
ergebnisse eine paralysierende (antikatalytische) Wirkung auf 
die Oxydationsreaktionen. 

Wir haben wiederholt betont, daB bei unseren gesunden 
Versuchstieren nur hohe Chinindosen zu einer deutlichen Schadi- 
gung der Sauerstoffatmung gefiihrt haben und ist ja eingangs 
erwahnt worden, daB andere Autoren durch Darreichung von 
Chinin bei gesunden Tieren und Menschen eine Alteration der 
Sauerstoffaufnahme und der Kohlenséureproduktion nicht nach- 
weisen konnten. Im Fieber aber ist dieser Nachweis Binz 
deutlich gelungen. Im Fieber nun ist der Stoffwechsel der 
Zellen gesteigert, Sauerstoffaufnahme und Kohlensaureproduktion 
erhéht, und gerade diese Erhéhung des Zellstoffwechsels scheint 
die erhéhte Empfindlichkeit des Fiebernden gegeniiber Chinin 
zu bedingen. In unseren Versuchen an Colpidien (II. Kapitel) 
haben wir ja nachweisen kénnen, daB Zellen, deren Stoffwechsel 
durch kleinste Mengen eines Giftes gesteigert worden war, gif- 
tigen Chininlésungen gegeniiber bedeutend empfindlicher waren 
als die normalen Kontrollzellen. Zur weiteren Stiitze unserer 
Annahme, die iibrigens schon von Binz vertreten wurde, wird 
es notwendig sein, auch an fiebernden Tieren das Verhalten 
der Sauerstoffatmung nach Chinindarreichung durch Injektion 
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kiipenbildender Farbstoffe zu studieren. Wir hoffen, diese Ver- 
suche bald in Angriff nehmen zu kénnen. 


Die direkte Beobachtung an der Zelle lehrte uns, daB im 
Gefolge der Chininwirkung Entmischungsvorginge im Zellproto- 
plasma auftreten, die besonders der Zustandsanderung der Zell- 
lipoide ihre Entstehung verdanken. Der Zusammenhang der 
Lipoide mit den ibrigen Plasmakolloiden wird gestort, sie nehmen 
Tropfenform an. Damit hért die innere Strukturspannung der 
Zelle auf, sie strebt der Kugelform zu (v. Prowazek). Es 
handelt sich hier um einen rein physikalischen Vorgang, wie 
er auch nach dem Eindringen anderer lipoidléslicher Mittel in 
die Zelle zu beobachten ist. Dann konnten wir feststellen, daB 
das Chinin die Sauerstoffatmung der Zelle hemmt, eine Tat- 
sache, die schon durch die Untersuchungen von Giemsa und 
v. Prowazek wahrscheinlich gemacht wurde. Es kénnte nun, 
wie fiir die Wirkung indifferenter Narkotica, angenommen werden, 
da8 jene Zustandsinderung der Lipoide den essentiellen Effekt 
des Chinins darstelle und daB die Hemmung der Oxydationen 
nur eine notwendige Folge dieser Zustandsinderung sei. Nun 
konnten wir aber beobachten, daB die beiden Prozesse einander 
gar nicht immer parallel gehen. Vollkommen entmischte Col- 
pidien kénnen noch lebhaft beweglich sein, und hohe Chinin- 
konzentrationen téten die Zellen, bevor es noch zur Entmischung 
der Plasmakolloide gekommen ist. Auch ist durch v. Prowazek 
an Colpidien festgestellt worden, und wir konnten es an Pflanzen- 
zellen bestitigen, daB die Giftwirkung des Chinins annahernd 
der van’t Hoffschen Reaktionsgeschwindigkeit-Temperaturregel 
folgt. Endlich kénnte unter der Voraussetzung der rein physi- 
kalischen Wirkung des Chinins auf die Plasmakolloide nicht 
verstanden werden, warum das Mittel in kleinsten Konzentrationen 
den Zellstoffwechsel, die Sauerstoffatmung erhéht, wahrend hohere 
Dosen schadigend wirken. Die Annahme, daB das Alkaloid nach Art 
eines Paralysators direkt auf Oxydationsprozesse wirkt, umgeht 
diese Schwierigkeit. 
Zusammenfassung. 

Die vorliegende Arbeit enthalt Untersuchungen iiber den 
Mechanismus der Chininwirkung, beobachtet an Colpidien, 
Trypanosomen, Pflanzenzellen, Meerschweinchen und Kaninchen 
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An Colpidien lieB sich in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
von Giemsa und v. Prowazek feststellen, daB es unter dem 
Einflusse des Chinins zu einer Zustandsiinderung der Plasma- 
kolloide, erkennbar an der tropfigen Entmischung des Proto- 
plasmas und an der Stérung der osmotischen Relation zu der 
Umgebung, kommt; dann wird der Kern und der Bewegungs- 
apparat geschidigt und die Zelle stirbt ab. Die eigentliche 
Ursache des Zelltodes ist die Sistierung der Sauerstoffatmung 
durch das Chinin. 

Die Trypanosomen lieBen im Wesen dieselben Verinde- 
rungen erkennen, also Alteration des Protoplasmas, wobei die 
tropfige Entmischung wohl wegen des geringen Lipoidgehaltes 
dieser Zellen in den Hintergrund trat, dann Schidigung des 
Kernes und des lokomotorischen Apparates. 

An Pflanzenzellen war auch eine deutliche Entmischung 
des Protoplasmas und Sistierung der Sauerstoffatmung durch 
das Chinin zu beobachten. 

Die einzelnen Zellen einer Colpidien- oder Trypanosomen- 
suspension zeigen groBe Unterschiede in der Empfindlichkeit 
gegeniiber Chinin. Diese Unterschiede sind durch Differenzen 
in der Stoffwechselintensitat der Einzelindividuen bedingt. Junge 
Zellen und solche, bei denen man durch Vorbehandlung mit 
Spuren eines Giftes den Stoffwechsel kiinstlich gesteigert hat, 
sind empfindlicher gegen héhere Konzentrationen des Alkaloids, 
sie sind jedoch resistenter gegen eben wirksame Grenzdosen 
des Mittels. Mit steigendem Alter der Zellen scheint — bis 
zu einer gewissen Grenze — die Resistenz zuzunehmen. 

Bei kombinierter Wirkung zweier Gifte auf Colpidien ist 
der erzielte Gesamteffekt nicht bloB von der Natur, sondern 
auch von den gegenseitigen Konzentrationsverhiltnissen der 
Agenzien abhingig. Man kann durch Variation der Konzen- 
tration des einen Giftes die Wirkung des zweiten beliebig ver- 
starken, abschwiachen oder auch unbeeinfluBt lassen. 

Bei Meerschweinchen und Kaninchen lieB sich durch Zu- 
fuhr entsprechender Dosen von Chinin eine deutliche Hemmung 
der Sauerstoffatmung besonders in der Hirnrinde nachweisen. 
Als Indicator diente das Verhalten kiipenbildender Farbstoffe 
im Organismus. 

Der Mechanismus der Oxydationshemmung in der Zelle 
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durch das Chinin besteht nicht in einer Behinderung der Sauer- 
stoffaufnahme, sondern in einer direkten Beeinflussung der 
Oxydationsprozesse. Dabei scheint das Chinin nach Art eines 
Paralysators antikatalytisch zu wirken. 

Demnach stellen die Zustandsanderung der Zellipoide und 
die Behinderung der Sauerstoffatmung die Hauptphasen der 
Chininwirkung dar. Dasselbe ist, wie bekannt, fiir die Wirkung 
indifferenter Narkotica ermittelt worden. Tatsiachlich eignet 
sich das Chinin vorziiglich als lokales Anaestheticum (s. Morgen- 
roth und Ginsberg). Zur Erzielung einer Allgemeinnarkose 
ist es ungeeignet, da es, wie aus unseren Tierexperimenten 
hervorgeht, erst in Dosen die Tatigkeit der GroBhirnrinde be- 
einfluBt, die nahe der letalen liegen. 




















Cber die Umlagerung der Glucose bei alkalischer Reak- 
tion, ein Beitrag zur Theorie der Katalyse. 
Von 
L. Michaelis und P. Rona. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des stidtischen Krankenhauses 
am Urban.) 


(Eingegangen am 18. November 1912.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


1. Allgemeines iiber die Wirkungen der Alkalien auf 
Glucose. 


Die erste Einwirkung von Alkalien auf eine frische Glucose- 
lésung besteht in der schnellen Vernichtung der Birotation, ein 
Vorgang, der quantitativ von Osaka’) untersucht worden ist. 
Sehen wir von diesem schnell zu Ende gehenden ProzeB ab, 
so erfolgen die weiteren Veranderungen unter der Wirkung der 
Alkalien in zwei Stufen, zunichst die Umlagerung in andere 
Zuckerarten, die von Lobry de Bruyn®) untersucht worden 
ist, und dann die unter Briunung einsetzende Zersetzung 
dieser Zucker. Die Umlagerung besteht darin, da erstens 
aus der Glucose andere Aldosen werden, und da zweitens 
auch Ketosen auftreten. Charakteristisch fiir diesen ProzeB ist, 
daB die polarimetrische Drehung der Lésung stark zuriickgeht. 
Es ist zwar nicht gelungen, einen bestimmten Gleichgewichts- 
zustand als Ende dieses Prozesses zu charakterisieren, aber 
offenbar nur aus dem Grunde, weil spiterhin die zweite Art 
der Alkaliwirkung hinzutritt und die Erkennung der ersten Ver- 
anderung triibt. Es liegt daher die Vermutung nicht fern, da8 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 35, 661, 1900. 
2) Recueil des trav. chim. des Pays-Bas 14, 156 und 203; 16, 262. 
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das eigentliche Ende dieser Wirkung gewissermaBen eine vollige 
Racemisierung wire, in dem Sinne, daB verschiedene, entgegen- 
gesetzt drehende Aldosen und Ketosen mit der Gesamtdrehung 0 
auftreten. Sicheres wissen wir dariiber nicht, auch sind noch 
nicht alle Endprodukte dieses Prozesses bekannt. Nachgewiesen 
wurde von Lobry de Bruyn vor allem Glucose, Mannose, 
Fructose, und sicher scheint auch, da® das noch nicht alle 
Endprodukte sind. 

Der zweite ProzeB, die Zerstérung, beginnt mit der be- 
kannten Briunung des Zuckers und verlauft zweifellos je nach- 
dem Sauerstoff oder gar ein Oxydationsmittel wie H,O, zu- 
gegen ist oder nicht, verschieden. In dieser Arbeit wollen wir 
hauptsichlich die Kinetik des ersten Prozesses, der Umlagerung, 
verfolgen und iiber den zweiten nur einige gerade fiir unseren 
Zweck notwendige Angaben machen. 

Einen Anfang dazu macht schon unsere friihere Mitteilung 
iiber die Wirkung des Alkali auf Traubenzucker’). Wir wiesen 
darin nach, daB das MaBgebende nur die Hydroxylionenkonzen- 
tration ist, und daB z. B. die Hydroxylionenkonzentration des 
Blutes noch nicht ausreicht, um selbst in einigen Tagen schon 
den merklichen Beginn dieses Prozesses einzuleiten. Wir wiesen 
auch schon in Bestatigung der Angaben von Lobry de Bruyn 
darauf hin, daB selbst in Zuckerlésungen, die bei weit starker 
alkalischer Reaktion schon weitgehend verandert waren und nur 
noch kaum ein Zehntel der urspriinglichen Drehung zeigten, die 
Menge der durch Reduktion bestimmten Zucker nicht verringert 
worden ist. Dies beginnt erst bei noch starker alkalischer 
Reaktion. Hiermit haben wir ein Mittel, um den ersten Prozel 
rein zu verfolgen, indem wir einfach Alkalitaten anwenden, die den 
durch Reduktion gemessenen Zuckergehalt noch nicht verandern, 
aber doch schon den polarimetrisch gemessenen Zuckergehalt 
herabsetzen. 

In unserer friiheren Mitteilung gaben wir Anhaltspunkte 
dariiber, von welcher Hydroxylionenkonzentration an wir in 
meBbaren Zeiten den ersten ProzeB beginnen sehen. Jetzt soll 
zunachst gezeigt werden, bis zu welchen Hydroxylionenkonzen- 
trationen wir gehen kénnen, ohne das Verschwinden von 


1) L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 23, 364, 1910. 
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reduzierenden Zuckern mit merklicher Geschwindigkeit zu be- 


obachten. 

Wir benutzten hierzu folgende Versuche. Traubenzucker wurde mit 
einem Regulator versetzt, sofort polarimetrisch bestimmt und nach 
24 Stunden polarimetrisch und durch Reduktion nach Bertrand be- 
stimmt. Die Wasserstoffionenkonzentration wird in den Versuchen mit 
starker alkalischer Reaktion sowohl bei Beginn wie am Schlusse des 
Versuchs elektrometrisch gemessen. Als Antisepticum wurde Toluol, in 
einigen Versuchen Thymol benutzt. 


Phosphatgemische. 38°. 
90 ccm Phosphatgemisch +- 10 ccm Zuckerlésung. 














| Phos- | Polarisa-| Reduk- | Polarisa- | Reduk-— 
[H’) sofort ({H'] nach} phor- | tion bei | tion bei | tion nach | tion nach 

] sofor 24 Std. | sdure- Beginn | Beginn | 24 Std. | 24 Std. 
ae RNA BR ER 
1,44-10-8 _ ~~ | 10 |; — (168 | 1,12 
1,25-10-8 -_ =/, 1,08 a 1,03 1,06 
1,0 -10-8 _ B/.5 1,10 i ie on 
6,9 -10-12 ox m/, 1,05 — 0,08 (gelb)) 0,96 
1,27-10-%2 _ =/, 1,05 — 0,11 (gelb)} 0,98 
2,0 -10-22 |2,7-10-31; ™/, 1,06 —_— 0,39 (Stich! 1,01 

gelb) | 
Glykokollmischungen. 

90 com Glyk. +- 10 cem Zuckerlésung. Glykokoll iiberall °/;9. 
1.95.-10-9 — |—| 09 | — {0,88 Ls 
7,6 -10-10 “ 094 | — 0,84 | 0,97 
34-10-12 a oe | ° 2 ier | 9.97 
68 -10-12 |1,9-10-14) — | 112 | 10,20 | 112 





Boratmischungen (nach Sérensen). 
90 ccm Borat -+- 10 ccm Zuckerlésung. 





2,6-10-9 Bee 0,43! | 0,98! | 0,40: | 0,98: 

2,2-10-® —- |- 0,37! — 036: | — 

1,4-10-9 — ;— 0,37! | 0,98: | 0,86: | 0,97! 
Bicarbonat (*/99). 

6,5-10-® |5,4-10-°| — | 118 | — | 115 | 1,10 


Wir sehen hier, daB es Alkalitaten gibt, die die ,Umlage- 
rung“ mit sehr groBer Geschwindigkeit bewirken, wahrend in 
24 Stunden eine ,Zerstérung“ von reduzierenden Substanzen 
nicht bemerkt werden kann. Selbst bei [H’]—107"' bis 10-™ 
bemerkt man erst Spuren einer Zuckerzerstérung. 

Es konnte nun eingewendet werden, daB vielleicht auch 
schon bei niederer OH-Konzentration die Zerstérung von re- 
duzierendem Zucker beginnt, wenn kraftig Sauerstoff eingeleitet 
wird. Hieriiber geben folgende Versuche Auskunft. 
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Versuche mit standiger Sauerstoffdurchleitung bei 37°. Die ein- 
geklammerten Zahlen sind nur berechnet. Die Konstanz der gemessenen 
{[H’] wahrend der Versuchsdauer wurde durch wiederholte Kontroll- 


messungen bestatigt. 
Phosphatmischungen. 





Phos- | Polarisa-| Reduk- | Polarisa- | Reduk- | 5, 
auer 











(H’) phor- tion bei | tion bei tion am | tion am ~ 
‘ siure- Beginn | Beginn _ Schlu8 | Schlu8 Vv h 
gehalt o/, o/, o/ o/ | 
a —————————— i — to 
(2,0-10-%) | ™, 1,12 — | 113 one 6 Std. 
(2,0-10-7) | ™/,. 0,55 _ 0,54 _ 6 » 
(3,0-10-8) | ™/yg | 1,13 — | 114 — | 6 » 
(2,0-10-7) Bliss 0,53 _ 0,53 —_— ; @-s 
(2,2-10-8) | =, | 0,42 — 0,40 = 
(2,2-10-8) | 5 | 0,75 _— | 0,76 ~ 
(2,2-10-8) | ™/,, 0,19 = 0,19 -— | 
(2,2-10-8) | ™/,, | 0,83 — ; O88 | — | 
(2,2-10-8) | ™/15 | 0,89 _ 0,89 | — 
3,5-10-8 1[026m) 1,78 | — 1766} — |15 » 
3,1-10-® [012 | 1,78 | — 1,80 ~- 8 @ 
34-10-* |0012) 180 | — | 184 | — | Ss 
1,3-10-8 | 0,26 1,54 1,53 1,56 | 2k 
12.10-* Joi | 157 | #155 | 186 | — | 2% » 
1,7-10-® |0,12 | 164 | — | 160 | 1,60 | 24 - 
4,9-10-® 0,12 | 1,69 — 1,67 | — 24 » 





Versuche mit verdiinnter Natronlauge gaben deshalb kein 
eindeutiges Resultat, weil ohne Regulator auch die allergeringste, 
analytisch kaum feststellbare Oxydation des Zuckers zu einer 
so erheblichen Zunahme der [H’] nach 24 Stunden fiihrte, dab 
an eine Konstanz der [H] gar nicht zu denken war. 

So kénnen wir zum mindesten sagen, da8 selbst bei Al- 
kalitéten bis zu fast 107** ohne Sauerstoffdurchleitung die 
Zerstérung innerhalb 24 Stunden noch gar nicht bemerkbar 
wird, und daB bei Sauerstoffdurchleitung, soweit es sicher 
kontrollierbar ist, bis zu etwa 5-10~*, ein Unterschied gegen 
die O,-freien Versuche nicht feststellbar ist. Bei starker 
alkalischen Reaktionen kénnen wir zuverlassige Angaben nicht 
machen, weil es nicht méglich war, bei O,-Durchleitung die 
Reaktion geniigend konstant zu erhalten. Das interessierte 
uns fiir die folgende Arbeit aber auch nicht, weil wir stets bei 
sorgfaltigstem Ausschlu8 von O, arbeiteten. 

Bei dieser Gelegenheit miissen wir zu den Arbeiten von W. Loeb!) 


Stellung nehmen, die in einem gewissen Gegensatz zu unseren Angaben 
stehen. Loeb hat im wesentlichen folgende Resultate: 





1) W. Loeb, diese Zeitschr. $2, 43 und 52, 1911. — W. Loeb und 
S. Gutmann, diese Zeitschr. 46, 288, 1912. 
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1. Bei Gegenwart von H,O, wird die Zuckeroxydation bei 
alkalischer Reaktion durch die Anwesenheit von Phosphat- 
ionen beschleunigt, und zwar um so mehr, je mehr Phosphat- 
ionen zugegen sind. 

Hiergegen wenden wir ein: Bei der Oxydation des Zuckers durch H,O, 
entstehen Sauren, die die Alkalitat der Lésung vermindern. Und zwar wird 
die Abnahme der OH-Ionen um so bedeutender sein, je schwacher kon- 
zentriert das Phosphatgemisch ist, weil ein Phosphatgemisch um so 
tarker ,reguliert“, je starker es ist. Durch die Abnahme der Alkalitat 
wird die Oxydation des Zuckers gehemmt. Die Oxydation des Zuckers 
erzeugt gleichsam einen ,negativen Autokatalysator“, d. h. Sauren, 
die je nach der Konzentration der Phosphate von wechselnder Bedeu- 
tung sind. 

Aus demselben Grunde ist auch die Wirkung eines Phosphat- und 
z. B. eines Glykokollgemisches von gleicher H’-Konzentration nicht mit- 
einander vergieichbar, sobald, wie es hier der Fall ist, wihrend des Pro- 
zesses eine Anderung der H’-Konzentration eintritt und man nicht weiB, 
in wieweit. 

Man darf nicht etwa glauben, daB die Anderung der Alkalitait so 
gering sei, daB man sie vernachlassigen diirfe. Loeb hat sich immer 
damit begniigt, die anfaingliche H-Konzentration zu berechnen. 
Dieses Verfahren kénnen wir nicht als ausreichend erkliren. 

2. Die begiinstigende Wirkung der Phosphationen wird 
durch Glykokollgemische von gleicher H -Ionenkonzentration 
vermindert, nicht aber durch Boratgemische. 

Hiergegen kénnen wir folgendes einwenden: Das Glykokoll wird bei 
alkalischer Lésung durch H,O, oxydiert unter Saurebildung. Darum 
hemmt es die Oxydation des Zuckers, die von der Alkalitét abhingig 
ist. Beim Boratgemisch fallt das fort. 

Trotzdem wollen wir nicht in Abrede stellen, daB bei der Gluco- 
lyse durch Oxydationsmittel und wohl auch bei der fermentativen Gluco- 
lyse die Phosphationen eine besondere Rolle spielen. Wir haben diesen 
Gegenstand selbst auf andere Weise verfolgt und werden bei anderer 
Gelegenheit dariiber berichten. Aber in den Loebschen Versuchen liegt 
kein Beweis fiir eine besondere Rolle der Phosphationen. 

Was schlieBlich die Wahl der von Loeb zum Vergleich mit den 
Phosphaten gewahlten Regulatoren betrifft, so konnten wir mit den Glyko- 
kollmisehungen nicht erreichen, daB die [H’] sich in 24 Stunden konstant 
hielt; es treten gewisse noch zu untersuchende chemische Anderungen 
ein, die mit Sauerung einhergehen. Und Boratgemische haben ihre 
groBen Bedenken, weil Borséiure mit Kohlenhydraten komplexe Verbin- 
dungen gibt, die sich bei starker alkalischen Boratgemischen schon darin 
iuBern, da8 die Drehung einer solchen Borat-Zuckerlésung sofort 
nach dem Vermischen eine ganz andere ist als dem Zuckergehalt ent- 
spricht (vgl. 8.449, Versuche , Boratmischungen‘, die mit ! bezeichneten 
Zahlen). 
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2. Der quantitative EinfluB der Hydroxylionen. 


Um den EinfluB der Hydroxylionen auf die Umlagerung 
der Glucose zahlenmaBig auszudriicken, verwendeten wir fol- 
gende Methode. Versetzt man eine reine (nicht mehr biro- 
tierende) Glucoselésung mit Alkali, so ist die Drehungsabnahme 
in den ersten Stadien des Prozesses der Zeit proportional, d. h. 
die Geschwindigkeit des Prozesses ist fiir eine gewisse Strecke 
sehr angenahert eine gleichformige. Wir benutzen als Mab 
fiir die Geschwindigkeit daher einfach die Drehungsabnahme 
pro Stunde und diirfen zur Berechnung derselben nur die 
ersten Stadien des Prozesses benutzen, so lange namlich die 
Drehungsinderung als eine geradlinige Funktion der Zeit auf- 
gefaBt werden darf. Der Versuch zeigt, daB man dies auf eine 
fiir die praktische Rechnung véllig ausreichende Strecke tun 
darf. Die Versuche wurden durch Mischen der wisserigen, 
normal rotierenden Glucoselésung mit geeigneten Alkalilésungen 
angestellt, sofort und in geeigneten Abstanden Proben von 10 cem 
entnommen, die durch Zusatz von 1 ccm Essigsaure zur Sistierung 
der Alkaliwirkung auf eine ungefahr neutrale oder leicht saure 
Reaktion gebracht und polarisiert wurden. Da wir nur die ersten 
Stadien des Prozesses fiir die Berechnung benutzen konnten, 
wo die Umsitze noch klein sind, so sind die relativen Be- 
obachtungsfehler éfters merklich. Wir glichen sie nach Mdglich- 
keit auf graphischem Wege aus, indem wir eine gerade Linie 
so zogen, daB alle beobachteten Punkte fiir dieselbe beriick- 
sichtigt wurden, und zwar die spateren bis zu einer Drehungs- 
verminderung von 1° wegen ihrer geringeren relativen Fehler 
etwas mehr als die friiheren. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde in den Fliissig- 
keiten zu Beginn und nochmals zum SchluB des Versuches 
elektrometrisch gemessen und nur diejenigen Versuche be- 
nutzt, in denen eine merkliche Veranderung der Alkalitaét nicht 
eingetreten war. Um dies zu erreichen, erwies sich als unbe- 
dingt erforderlich, die Versuchslésungen mit einer hohen Schicht 
von fliissigem Paraffin zu bedecken, um Aufnahme und Ab- 
gabe von Kohlensiure zu verhindern. Die Versuche ergaben 


folgendes: 
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Tabelle I. 


Bei den Versuchen wurden gleiche Teile der Glucoselésung (zirka 
10°/,ig) mit den Fliissigkeiten von bestimmter alkalischer Reaktion (in 
den Tabellen mit Fl. bezeichnet) zusammengemischt. Vor der Ver- 
mischung wurden alle Fliissigkeiten auf 25° vorgewarmt. Wahrend der 
ganzen Dauer des Versuches standen die Lésungen in einem Wasserbad 
von genau 25°. In gewissen Zeitraumen wurden Proben aus dem Zucker- 
Alkaligemisch entnommen und die Alkaliwirkung durch Zusatz von Essig- 
siure aufgehoben. 


Stunden 


0 

3 

23,5 

28 

32 
0 


L 





g 0 
4,2 
25 
7 


4 

9 0 
3 
8,5 


24 





Drehung 
Grad 
4,65 —> py=11,03 FI: 2 Teile ™/,-sek. Phosphat. 
4,50 1 Teil ®/;-NaOH 
4,32 
3,31 
3,15 
3,03 
4,57 —> py=11,00 FIL: 2 Teile ™/3-sek. Phosphat. 
4,41 1 Teil */s-NaOH 
4,14 
3,30 —> py = 10,94 
4,53 —> py = 11,29 F].: 1 Teil ™/;-sek. Phosphat 
4,35 1 Teil */,-NaOH 
4,17 
3,80 
2,48 —> py= 11,02 
453 —> p, = 11,30 Fl.: 1 Teil ™/,-sek. Phosphat 
4,46 1 Teil */;-NaOH 
4.08 
254 —> py—11,26 
4,77 —> py=7,66 Fl.: 1 Teil ™/,-prim. Phosphat. 
469 —> py=—7,62 20 Teile ™/,-sek. Phosphat 
4,66 
4,69 —> py =7,59 
4,69 py 10,16 F].: ca. ®/:99-NaOH 
4,67 
4,39 py = 10,23 
4,08 
3,70 py = 11,10 
4,68 py = 10,65 F.: ca. "/y99-NaOH (mit */,9-KCl) 
4,57 
4,03 
4,64 py = 10,65 Fl.: ®/,-Na,CO, 
4,47 
3,77 
2,63 py = 10,58 
4,67 py 10,83 Fl: ca. ®/59-NaOH 
4.56 
4,32 
3,22 py = 10,92 
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— a Drehung 
Grad 

iO 0 4.85 py = 11,47 Fl.: ca. "/g9-NaOH 
1,7 4,58 
3,5 4,37 
81 3,94 
9,5 3,59 

11 0 4,59 py = 11,87 Fl.: ca. */;9-NaOH 
15 4,31 
35 3,82 
7,5 3,11 
9 2,70 

12 0 463 pq = 11,74 Fl.: ca. 0,15 n-NaOH 
2 4,16 
» & 4.97 
3,2 3,91 
4 3,68 
44 3.63 

13 0 4,65 py=— 11,48 Fl.: ca. "/39-NaOH 
1,6 4,38 
2,9 4,27 
4 3,96 
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Fig. 1. Abszisse: Die Zeit in Stunden. Ordinate: Drehungsainderung. 

Die zu je einem zusammenhangenden Versuch gehérigen Punkte sind 

mit gleichen Zeichen markiert. Die punktierten Linien sind Gebiete, 

in denen der Verlauf nicht mehr geradlinig angenommen werden darf. 

Die zu jeder Versuchsreihe gehérige Wasserstoffionenkonzentration ist 
jeder Linie beigefiigt. 
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Die Versuche sind in Figur 1 dargestellt. Berechnen wir 
nun fiir jede einzelne Wasserstoffionenkonzentration auf gra- 
phischem Wege die Umsatzgeschwindigkeit (sie ist gleich der 
Tangente des Neigungswinkels der Geraden) und stellen sie 
in Figur 2 als eine Funktion der Wasserstoffionenkonzen- 





























4 2 EEE 
0 t9" a" 399" to” 6590" «86-90% 790% 
4- Aonzentration 


Fig. 2. Abzisse: Die Wasserstoffionenkonzentration. Ordinate: Die 
Drehungsaénderung pro Stunde. Die ausgezogene Kurve ist eine gleicli- 
seitige Hyperbel von der Gleichung: 

Drehungsabnahme >< Wasserstoffionenkonzentration = 5,5-10-12. 


trationen dar, so erhalten wir mit guter Annaherung das Bild 
einer gleichseitigen Hyperbel. Das heiBt also: Die Umsatz- 
geschwindigkeit ist umgekehrt proportional der Wasserstoff- 
ionenkonzentration, oder was dasselbe ist, sie ist direkt pro- 
portional der Hydroxylionenkonzentration. Dementsprechend 
ist das Produkt aus der Wasserstoffionenkonzentration und der 
Umsatzgeschwindigkeit konstant. Die Konstanz des Produktes 
ist fiir die mittleren Werte gut, fiir die extremeren Werte 
nicht schlechter als es die Fehlergren7*n in diesem Bereich 


erlauben. 
30* 
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Tabelle II. 








Drehungsinderung pro| 
H-Ionenkonzentration Stunde, graphisch | ——— 
[H} berechneter Mittelwert) [H'} x 
v | 
1,8- 10-22 0,209 0,38 - 10-12 
1,3-10-12 0,200 0,26-10-12 
3,3-10-12 0,152 0,50- 10-12 
3,4-10-22 0,157 0,53- 10-12 
5,0-10-12 0,100 0,50-10-12 
93-10-12 0,060 0,55-10-12 
1,.0-10-1 0,055 0,55 - 10-12 
1,5-10~-12 0,037 0,55- 10-12 
2,2-10-12 0,035 0,77 - 10-12 
2,25-10-11 0,022 0,49 - 10-12 
7,0-10-12 0,012 0,84 - 10-12 
2,2-10-8 0,0001 —_— 





Es handelt sich hier um eine katalytische Wirkung der 
Hydroxylionen, vergleichbar etwa der katalytischen Wirkung 
der OH-Ionen bei der Verseifung der Ester oder bei der Hy- 
drolyse der Polysaccharide. Das Wesen dieser Katalyse ist 
uns bisher ganz unbekannt; in unserem Beispiel glauben wir 
aber einen Fall gefunden zu haben, wo wir das Wesen der 
Katalyse bis zu einem gewissen Grade aufklaren konnen. 

Es ist von jeher das Bestreben gewesen, die Katalyse in dem 
Sinne zu deuten, daB der Katalysator mit dem Substrat eine inter- 
mediire Verbindung eingehe, an der sich die eigentliche chemische 
Umsetzung abspielt. Gerade aber bei der Katalyse durch H’- und 
OH-Ionen versagt diese Erklarung, denn man kénnte bis heute 
nicht angeben, welche intermediaére Bindung das H’™- oder das 
OH’-Ion mit dem Zucker eingehen kénnte. Man war daher 
zu der vorliufigen Annahme gezwungen, daB diese Ionen ohne 
eine solche Bindung durch ihre bloBe Anwesenheit wirken. 
Arrhenius’) ist bei dem Studium der Rohrzuckerhydrolyse 
durch Saéure schon einmal auf diese Frage eingegangen und 
hat die Vermutung ausgesprochen, daB der Rohrzucker in zwei 
Formen existenzfihig sei, in der gewdhnlichen und in der so- 
genannten aktiven Form, welch letztere von labilem Charakter 
sei. Die Wirkung der H-Ionen beruhe nun darauf, daB sie 
die Menge der aktiven Molekiile vermehre. Welcher Art diese 
aktiven Molekiile seien, dariiber hat er sich nicht geauBert. 


1) Arrhenius, Zeitschr. f. physikal. Chem. 4, 226, 1889; 6, 10, 1889. 
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Unser Bestreben ging dahin, den H- oder OH-Ionen eine 
verstandliche chemische Rolle zuzuerteilen und sie nicht gleich- 
sam aus der Ferne wirken zu lassen. Wenn man _ nun iiber- 
legt, welche Beziehung das H-Ion wohl zum Zucker haben 
kénnte, so kann man auf den Gedanken kommen, den Zucker 
als eine Saure aufzufassen, die imstande ist. ein H-Ion 
abzudissoziieren. Dann wire das Anion des Zuckers jene aktive 
Modifikation, die der spontanen Zersetzung anheimfiele. Hier- 
bei sind noch zwei Dinge aufzukliren: 1. wie stimmt die An- 
nahme der Saéurenatur des Zuckers qualitativ und quantitativ 
mit den Tatsachen iiberein, und 2. welches ist die Ursache fiir 
die Labilitaét des Zuckerions? 


3. Die Saurenatur der Glucose. 


DaB die Glucose eine schwache Séure sei, wird von vorn- 
herein nicht als unwahrscheinlich angesehen werden. Daf eine 
reine Glucoselésung nicht sauer reagiert, ist kein Widerspruch 
damit, denn nur solche Saéuren kénnen eine saure Reaktion 
erzeugen, deren Dissoziationskonstante wesentlich gréBer als 
die des Wassers ist. Die saure Natur solcher ganz schwachen 
Sauren auBert sich nur darin, daB sie ,,.Natronlauge binden“, 
d. h. daB sie die Hydroxylionenkonzentration der Lauge herab- 
setzen. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme fand 
C. Kullgren (im Laboratorium von Arrhenius), daB die Ver- 
seifung von Athylacetat durch NaOH durch Zusatz von Rohr- 
zucker herabgedriickt wird, was E. Cohen’) fiir mehrere Zucker- 
arten bestitigte. Die Saiurenatur der Glucose wird durch eine 
zahlenmaiBige Bestimmung ihrer Dissociationskonstanten er- 
wiesen. Diese ist nun friiher schon von Osaka®) nach Unter- 
suchungen von Cohen berechnet und = 5,9-10°™ (bei 25°) 
gefunden worden. Wir verwendeten eine andere Methode, in- 
dem wir direkt die H- bzw. OH’-Konzentration einer mit 
Zucker versetzten Lauge elektrometrisch bestimmten und sie 
mit der zuckerfreien Laugenlésung verglichen. Es wurde dazu 
CO,-freie Lauge, nach der Methode von Sérensen*) hergestellt, 
benutzt. Die Differenz der OH’-Konzentration laBt sich 








1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 5, 8, 1890. 
2) Zeitschr. f. physikal. Chem. 35, 661, 1900. 
3) S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 168, FuBnote, 1909 
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folgendermaBen zu einer Berechnung der Dissoziationskonstante 
verwerten. 

Bezeichnen wir mit [G] die Gesamtkonzentration an Glucose, 
mit [G’] die Konzentration der Glucoseionen, so ist nach dem 


Massenwirkungsgesetz 
(G’).[H] 


(G]—[@'] 

Die Konzentration der Zuckerionen erfahren wir auf 
folgende Weise. Vergleichen wir die OH’-Konzentration der 
reinen Lauge mit der der Zuckerlauge, so enthalt die letztere 
um ebensoviel weniger OH’-Ionen, als sie Zuckerionen enthilt. 
[G’) ist daher gleich der Differenz der OH’-Ionen in der reinen 
Lauge und in der Zuckerlauge. 

Die Versuche ergaben nun folgendes Resultat: 

Alle Lésungen enthalten auBer den in der Tabelle ange- 
gebenen Stoffen noch 0,1 n-KCl, um fir die spitere elektrome- 
trische Messung das Diffusionspotential gegen gesiattigte KCl- 
Lésung zu vernichten. 





n-Gehalt Tempe- 








der Lésung an ratur Pu 
gemessen 
NaOH Glucose 9 
a) 0,01 0 19 11,90 
0,01 0,2 19 10,73 
b) 0,02 0 19 12,32 
0,02 0,2 19 11,13 
c) 0,01 0 19 11,99 
0,01 0,2 19 10,85 
d) ae 19 12,28 
0,02 0,2 19 11,23 
e) 0,03 0 16,5 12,63 
0,03 0,2 16,5 11,44 





Aus diesen Daten berechnet sich die Dissoziationskonstante 
des Zuckers a) 5,3- 1074, b) 5,5-107*%, c) 4,8-1071%, d) 3,8-107*%, 
e) 6,7-107*8, im Mittel 5,2- 1078 in ganz guter Ubereinstimmung 
mit dem Wert von Cohen (5,9-10-™ fiir 25°). Vorlaufig mag 
diese Bestimmung geniigen. Sie gibt jedenfalls die GroBen- 
ordnung richtig wieder. Fiir ganz genaue Bestimmungen sind 
noch besondere Kautelen erforderlich, iiber die wir bei anderer 
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Gelegenheit berichten werden. Wir erwahnen noch vorlaufig, 
daB wir die Séuredissoziationskonstante der Mannose, Galaktose 
und Saccharose von gleicher GréBenordnung, die der Lavulose 
aber etwas gréBer fanden. 

Wenn wir nun annehmen, daB die sich umwandelnde 
Molekiilart nur das Zuckerion ist, und da die Umwandlung dieser 
Molekiilart natiirlich eine unimolekulare Reaktion ist, so miiBte 
die jeweilige Umwandlungsgeschwindigkeit bei gegebener Tempe- 
ratur von der Konzentration der Zuckerionen abhingen und 
dieser proportional sein. Da aber bei gegebener Zuckermenge 
die Menge der Zuckerionen der Wasserstoffionenkonzentration 
umgekehrt proportional ist, so muB auch die Umwandlungs- 
geschwindigkeit des Zuckers der Wasserstoffionenkonzentration 
umgekehrt proportional sein. Das aber ist es gerade, was wir 
soeben experimentell erwiesen haben. Die quantitativen Ver- 
haltnisse bestétigen also unsere Annahme, da die Ionen des 
Zuckers einer spontanen Umwandlung unterliegen und dab die 
Wirkung der alkalischen Reaktion einfach darauf beruht, dab 
sie nach dem Massenwirkungsgesetz einen bestimmten Teil des 
Zuckers in Ionen umwandelt. 

Wir haben hier nur ein Paradigma, auf welche Weise die 
»katalytische Wirkung“ der Hydroxyl- oder Wasserstoffionen 
zustande kommt, und wir zweifeln nicht, daB es sich in manchen 
analogen Fallen ganz ebenso verhalten wird. 


4. Die Ursache fir die Labilitat des Zuckerions. 


Mit dieser Aufklarung ist aber vorlaufig das Ratsel nur 
verschoben. Ist auch die Rolle der Hydroxylionen jetzt klar, 
so ist jetzt noch zu erértern, worauf die Labilitat des Zucker- 
ions beruht. Wir kénnen hier nur Vermutungen auBern, glauben 
aber doch, daB vielseitige Erfahrungen aus dem Gebiete der 
Chemie diese Vermutungen iiber das Niveau einer bloBen 
Spekulation erheben. 

Vergegenwartigen wir uns 
welcher zwischen dem Zucker, dem Zuckerion und dem Wasser- 
stoffion herrscht, so ist dieses Gleichgewicht wie jedes chemische 
Gleichgewicht ein dynamisches. In jedem Augenblick entstehen 
aus Zucker Zuckerionen und H-Jonen, und genau ebensoviel 
Zuckerionen und H-Ionen vereinigen sich wieder zu Zucker. 


den Gleichgewichtszustand, 
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Betrachten wir den Kreislauf eines einzelnen Zuckermolekiils, 
so ist dieser folgender: 

Zucker —> Zuckerion + H' —» Zucker — usw. Es findet 
also abwechselnd in dem Zuckermolekiil eine Substitution eines 
H-Atoms durch ein negatives Elektron und eine Resubstitution 
des letzteren durch ein H-Atom statt. Nun lehrt die Er- 
fahrung, daB bei solchen Resubstitutionen das H-Atom haufig 
an eine andere Stelle des Molekiils eintritt, als die es verlassen 
hatte. Diese Tatsache ist vor allem von Emil Fischer’) an 
organischen Kérpern mit asymmetrischen Atomkomplexen in 
Form der sogenannten Waldenschen Umkehrung sehr genau 
untersucht worden. Die Ursache dieser Umlagerung ist im 
vorliegenden Falle vielleicht keine genaue Analogie zu einer 
Waldenschen Umkehrung, sondern beruht vielleicht darauf, 
daB das Ion des Zuckers eine Enolkonstitution hat, von der 
Wohl und Neuberg’) gezeigt haben, daB sie fiir Glucose, 
Mannose und Fructose identisch sein muB, so daB aus dem 
Glucose-Ion, wenn es wieder zu undissoziiertem Zucker wird, 
ebensogut Glucose, wie Mannose, wie Fructose werden kann. 
Diese Autoren haben auch schon die Lobry de Bruynsche 
Umlagerung gerade durch die Annahme einer fiir die drei 
Zucker identischen Enolform erklart. Wir erweitern diese Er- 
klarung nur, indem wir zeigen, daB die Menge des als Enol 
bzw. als Ion vorhandenen Zuckers von der Wasserstoffionen- 
konzentration abhingen muB. Dab das Ion eines organischen 
Kérpers eine andere Konstitution hat als der indissoziierte 
Kérper, ist ja auch im Gebiete der Farbstoffchemie eine be- 
kannte Erscheinung; so hat z. B. das undissoziierte Phenol- 
phthalein immer nur lactoide, das Phenolphthalein-lon immer 
nur chinoide Konstitution. 

So halten wir es auch fiir wahrscheinlich, daB bei dem 
Kreislauf des Zuckers nicht immer wieder Glucose zuriickge- 
bildet wird, sondern daB das Wasserstoffatom auch an anderen 
Stellen des Zuckermolekiils wieder eintritt, als die es verlassen 
hatte. So werden einerseits optische Isomere, andererseits 
Ketosen gebildet, und das Gleichgewicht wird derart liegen, 


1) Emil Fischer, Liebigs Ann. 381, 123, 1911. 
2) A. Wohl und C. Neuberg, Chem. Ber. 33, 3095, 1900. 
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wie es der chemischen Wahrscheinlichkeit iiber das Neben- 
einanderbestehen dieser verschiedenen Stoffe entspricht. 


Zusammenfassung. 

Es wird gefunden, daB8 die Geschwindigkeit der Umwand- 
lung der Glucose durch Alkali der Hydroxylionenkonzentration 
proportional oder der Wasserstoffionenkonzentration umgekehrt 
proportional ist. Ferner wird die Saéurenatur der Glucose er- 
wiesen und ihre Dissoziationskonstante = 5-10°'* gefunden. 
Daraus wird die Hypothese abgeleitet, daB die ,,katalytische“ 
Wirkung der OH’-Konzentration darauf beruht, daB sie die 
Konzentration der Zuckerionen nach dem Massenwirkungsge- 
setz erhdht und diese Zuckerionen spontan sich umlagern. 

Diese spontane Umlagerung der Zuckerionen wird darauf 
zuriickgefiihrt, daB bei dem auch im Gleichgewicht stets vor 
sich gehenden Kreislauf zwischen Zucker und Zuckerion 
Umlagerungsprozesse eintreten. 











Uber den Abbau einiger Polypeptide durch Bakterien. 
II. Mitteilung’). 
Untersuchungen mit nicht verfliissigenden Bakterien. 
Von 
Takaoki Sasaki. 
(Aus dem Laboratorium des Kyoundo-Hospitals zu Tokio.) 
(Eingegangen am 17, November 1912.) 


Beim Studium der Literatur iiber proteolytische Bakterien- 
enzyme tritt uns stets der Mangel eines festen Systems stérend 
entgegen; denn die Angaben der Forschungsergebnisse gehen 
so weit auseinander, da8 es fast unméglich scheint, eine klare 
Ubersicht zu gewinnen. Diese Verwicklung kann man wohl auf 
die Verschiedenheit sowohl der Forschungsmethodik als auch 
der Untersuchungsmaterialien zuriickfihren. 

Die Erforschung der Bakterienenzyme gestaltet sich aus zwei 
Griinden kompliziert: einerseits sind die Bakterienenzyme selbst 
nicht einheitlich, andererseits sind die zu verwendenden EiweiB- 
kérper recht kompliziert gebaute Stoffe. Die Aufgabe, iiber- 
haupt Enzyme rein darzustellen, ist leider noch nicht von Er- 
folg gekrént worden. Dies zu erreichen hat man heutzutage 
noch wenig Aussicht, speziell was die Bakterienenzyme an- 
betrifft. Dagegen ist es dank den Arbeiten E. Fischers und 
seiner Mitarbeiter gelungen, anstatt der EiweiBkérper chemisch 
genau definierbare Polypeptide in die Hand zu bekommen. 
Infolgedessen hat die Kenntnis der Verdauungsenzyme durch 
die Arbeiten E. Abderhaldens und seiner Mitarbeiter be- 
trichtliche Fortschritte gemacht. Es ist nun sehr wiinschens- 
wert, bei Versuchen mit Bakterienenzymen auch die Poly- 
peptide zu verwenden, um wenigstens einen ganz klaren Faktor 





1) T. Sasaki, I. Mitteilung. Diese Zeitschr. 41, 174, 1912. 
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in das Experiment einzufiihren. Um sich also Fischers be- 
kannten Vergleiches zu bedienen, kénnte man den Ausdruck 
gebrauchen, zu einem bekannten Schliissel sei ein entsprechen- 
des SchloB zu suchen. Bekanntlich greifen die Enzyme der 
nicht verfliissigenden Bakterien nach Fermi’) andere genuine 
EiweiBkorper nicht an. Durch die Eijkmannsche*) Unter- 
suchung stellte sich auch ausnahmslos heraus, daB das Ver- 
moégen, Milchagar aufzuheilen, und die Eigenschaft, Gelatine 
zu verflissigen, miteinander Hand in Hand gehen. Hier ist 
also eine verfliissigende Bakterienprotease, die ausfiihrlich von 
Fermi untersucht wurde, wahrscheinlich nicht im Spiele, und 
dies noch besonders in dem Falle, wo man kiinstliche Poly- 
peptide gebraucht; denn diese Protease hat nur eine lésende 
Wirkung auf eigentliche EiweiBkérper, ist also eher dem Pepsin 
als dem Trypsin in bezug auf die Wirkungsweise Ahnlich. 
Aus dem Grunde habe ich in meiner ersten Mitteilung mit 
Bact. coli commune Untersuchungen mit Glycyl-l-tyrosin und 
Glycylglycin angestellt, wobei ich Tyrosin in den Glycyl- 
l-tyrosinversuchen, Glykokoll als #-Naphthalinsulfoverbindung 
sowoh] in den Glycyl-l-tyrosin- als auch Glycylglycinversuchen 
isolieren konnte. So ist klar nachgewiesen, daB es sich 
hier um einen erepsinartigen SpaltungsprozeB handelt. Aller- 
dings hat schon Pfaundler*) die Analogie zwischen Coli- 
enzym und Erepsin hervorgehoben. Auch wurde von Vines‘) 
behauptet, da8 iiberhaupt den Mikroorganismen Fermente eigen 
sind, die bloB imstande sind, Albumosen, Peptone und von den 
eigentlichen Eiwei8kérpern lediglich Casein zu spalten, wie es das 
Erepsin der Darmschleimhaut tut. Heute steht uns ein vorziig- 
liches Mittel zur Charakterisierung der Fermente von Erepsin- 
natur®) zur Verfiigung; denn Pepsin vermag kein kiinstliches 
Polypeptid, Trypsin native EiweiBkérper und Glycyl-l-tyrosin usw., 
aber nicht Glycylglycin, dagegen Erepsin beide genannten Poly- 
peptide zu spalten, wihrend es native EiweiBkorper anzugreifen 


1) Cl. Fermi, Centralbl. f. Bakt. 7, 469, 1890; Arch. f. Hygiene 
10, 1890. 

2) C. Eijkmann, Centralbl. f. Bakt. 29, 841, 1901. 

3) M. Pfaundler, Centralbl. f. Bakt. Orig.-Bd. 31, 113, 1902. 

4) Zit. von Kruses Allgem. Mikrobiologie S. 493. 

5) Vgl. Abderhaldens Lehrbuch d. physiol. Chem., 2. Aufl. 1909, 
S. 266. 
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auBerstande ist. Es liegt daher der Gedanke nahe, daB auch 
anderen nicht verfliissigenden Bakterienenzymen Erepsinnatur 
zukommt. Ich habe deshalb versucht, das Verhalten anderer 
pathogener, nicht verfliissigender Bakterien Giycyl-l-tyrosin und 
Glycylglycin gegeniiber zu untersuchen. Bei allen Versuchen 
gelang es mir, den hydrolytischen Abbau beider Dipeptide zu 
konstatieren. Zuerst habe ich mit lebenden Bakterien ge- 
arbeitet. Die Auskrystallisation des Tyrosins tritt friihestens 
nach 5 Tagen in Erscheinung. Dieser hydrolytische Abbau 
zeigte also wenigstens bei den untersuchten Bakterien unter 
der angestellten Versuchsanordnung einen Erepsincharakter. 

Es ist sehr wiinschenswert, auch mit Kulturfiltraten zu 
arbeiten. Vorlaiufig habe ich allerdings auf diesem Wege noch 
kein befriedigendes Resultat erzielt. Ich habe auch mit einem 
am energischsten Glycyl-l-tyrosin abbauenden verfliissigenden 
Vibrio eine ganze Reihe Proben angestellt, jeden zweiten Tag 
einzelne Proben durch Chamberlandfilter abfiltriert und in 
jedem Filtrate unter Toluoliiberschichtung bei 37° Glycyl- 
l-tyrosin aufgelést, was ich dann im Brutschrank stehen lieB. 
Bis zur 7. Probe verfuhr ich so, konnte jedoch nirgends 
Ausscheidung von Tyrosinkrystallen beobachten, jedoch Tyro- 
sinasewirkung. Diesbeziigliche weitere Untersuchungen und 
Experimente mit abgetéteten Bakterien sind in unserem La- 
boratorium im Gang. 

Es miissen noch weiterhin mit verschiedenen Polypeptiden Unter- 
suchungen angestellt werden. Abderhalden und Pringsheim?) haben 
folgende Beobachtungen gemacht: Sie lieBen unter Verwendung der 
optischen Methode PreBsifte einiger Schimmelpilze auf verschiedene 
Polypeptide einwirken, wobei sie verschiedene Resultate erzielten; 
PreBsaft aus Allescheria Gayonii spaltet nicht Glycyl-l-tyrosin, der- 
selbe aus Mucor mucedo nicht 1]-Leucyl-d-leucin. Abderhalden und 
seine Mitarbeiter?) Teruuchi, Hunter, Lussana usw. haben auch 
das Verhalten verschiedener OrganpreBsifte gegen Polypeptide studiert. 
Merkwiirdigerweise spaltete der PreBsaft der Kalbshirnsubstanz nicht das 
Glycyl-l-tyrosin. Es ist also nicht ausgeschlossen, daB auch von den 
Bakterienproteasen verschiedene Arten existieren, indem sie sich gegen 
verschiedene Polypeptide ungleich verhalten. 








1) E. Abderhalden und H. Pringsheim, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 59, 249, 1909. 
2) Die Literatur ist zusammengestellt in Oppenheimers ,Die 


Fermente“, Spez. Teil, 8S. 172, 1909. 
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Experimenteller Teil. 
I. Untersuchungen mit Typhusbacillen. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 

Zu 25 ccm Friankelscher Nahrlésung ohne Asparagin, anstatt der 
Natronlauge mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht, in einem Erlen- 
meyerschen Kolben mit einem Wattepfropf versehen, setzten wir 1,0 g 
Glycyl-l-tyrosin (C,,H,,N,0,.H,O), das aus Chloracetyl-l-tyrosin!) nach 
der modifizierten Methode von E. Abderhalden und B. Oppler?) dar- 
gestellt wurde. 

Das Gemisch sterilisierten wir in iiblicher Weise im Kochschen Dampf- 
topf, wobei Glycyl]-l-tyrosin zunachst in Lésung ging. Nach dem Erkalten 
haben wir die Mischung mit zwei 24 Stunden alten Agarstrichkulturen von 
Typhusbacillen, die wir direkt aus den Faeces von Typhuskranken 
isoliert und auf Grund biologischer Eigenschaften und mittels Serum- 
reaktion ganz sicher identifiziert hatten, in einigen Kubikzentimetern 
steriler physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt, beschickt und 
dann im Brutschrank bei 37° stehen gelassen. Nach 9 Tagen begann 
die Auskrystallisation einer weiBen Masse. Nachdem wir nach 4 Wochen 
eine Ose voll davon auf mehrere Agarplatten geimpft hatten, um die 
Reinheit der Bakterien zu konstatieren, haben wir die ganze Masse im 
Dampftopf sterilisiert und bis zum nachsten Tage im Eisschrank stehen 
gelassen. Die auskrystallisierte Masse wurde dann abfiltriert und mit 
kaltem Wasser sorgfaltig gewaschen, abgepreBt und in einem Vakuum- 
exsiccator iiber konz. Schwefelséure getrocknet; sie wog 0,47 g. Die 
aus siedendem Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisierten 
typischen Tyrosinkrystalle (0,2 g) schmolzen bei ca. 292° (unkorr.). 

Mit Typhusbacillen eines anderen Stammes wurde noch ein zweiter 
Versuch angestellt und in ganz derselben Weise verfahren: Erhalten wurde 
Tyrosin roh 0,35 g, nach Umkrystallisation 0,14 g, F. ca. 292° (unkorr.). 

Zur Analyse wurden die beiden gereinigten Massen vereinigt, die 
ohne Zusatz von Tierkohle aus siedendem Wasser umkrystallisiert und 
bei 100° getrocknet waren. F. 298° (unkorr.)?). 

Subst. 0,2110: CO, 0,4588 H,O 0,1156 
»  0,0330: "/yo-NH, 3,9 ccm 
C,H,,0;N Ber.: C 59,64, H 6,12, N 7,74. 
Gef.: C 59,30, H 6,13, N 7,66. 


1) E.Fischer, Untersuchungen iiber Aminosiure usw., 8.344 bis 347. 

2) E. Abderhalden und B. Oppler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
53, 296. 

3) Fir die Charakterisierung von Tyrosin ist der Schmelzpunkt 
wenig geeignet, denn die Angaben dariiber in der Literatur sind ziemlich 
different. Wir haben auch selbst die Erfahrung gemacht, daB das Ty- 
rosin aus Glycyl-l-tyrosin durch den bakteriellen Abbau trotz aus- 
gezeichneter Ubereinstimmung der Analysenzah! und sonstiger Eigen- 
schaften einen differenten Schmelzpunkt zeigen kann. 
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Das mit Tierkohle geklarte Filtrat vom ersten Versuch haben wir 
abgedampft. Aus dem abgedampften Riickstande Glykokoll als Ester- 
chlorhydrat zu isolieren gelang uns nicht. Aus dem Filtrate vom 
zweiten Versuch, das ebenfalls mit Tierkohle geklirt wurde, Glykokoll 
als 8-Naphthalinverbindung abzutrennen, schlug ebenfalls fehl. Denn wir 
haben nach Behandlung des Filtrates mit /-Naphthalinsulfochlorid wie 
iiblich einen harzartigen Niederschlag bekommen, aus dem wir ein reines 
8-Naphthalinsulfoglycin zu isolieren nicht imstande waren. 


2. Glycylglycinversuch. 

1,0 g Glycylglycin wurde in 25 ccm Frankelscher Lésung ohne Aspa- 
ragin, die mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht war, aufgelést, dann 
wurden ganz wie beim Glycyl-l-tyrosinversuch zwei 24 Stunden alte 
Agarstrichkulturen von Typhusbacillen zugefiigt. Nachdem wir die bak- 
teriologische Reinheit nach 4 Wochen langem Stehenlassen im Brut- 
schrank konstatiert hatten, haben wir die stark getriibte Fliissigkeit 
zuerst einfach abfiltriert. Das noch triibe Filtrat wurde nach der Neu- 
tralisation mit einigen Tropfen verdiinnter Essigsiure unter Zusatz von 
Tierkohle auf dem Wasserbade erhitzt, sodann das nunmehr klare Filtrat 
auf dem Wasserbade ganz abgedampft und in ca. 15 ccm Wasser auf- 
gelést, wieder abfiltriert und endlich mit 6,0 g §-Naphthalinsulfochlorid in 
iiblicher Weise behandelt. Die zuerst auskrystallisierte, mit kaltem Wasser 
sorgfaltig chlorfrei gewaschene und iiber konzentrierte Schwefelsdure ge- 
trocknete Masse wog 2,45 g (entsprechend 0,69 g Glykokoll. Die Sub- 
stanz war schon fast rein, sinterte bei ca. 149°, schmolz bei 152° (un- 
korr.). Nach einmaliger Umkrystallisation (Ausbeute 1,95 g) aus heiBem 
Wasser schmolz sie bei 156° (unkorr.). Bei der Mischprobe erwies sie 
sich als identisch mit dem aus Glykokoll ,Kahlbaum“ dargestellten 
8-Naphthalinsulfoglycin. 

Zur Analyse wurde sie im Vakuum iiber konzentrierter Schwefel- 
siure getrocknet: 

Subst. 0,20609: CO, 0.4100 H,O 0,0802 

»  0,2097: ®/y9-NH, 8,0 ccm 
C,gH,,0,SN Ber.: C 54,34, H 4,15, N 5,28. 
Gef.: C 54,28, H 4,36, N 5,35. 


II. Untersuchungen mit Paratyphus A-Bacillen’). 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Ganz wie Typhusbacillenversuch behandelt. Beginn der Auskrystal- 
lisation der Tyrosinkrystalle nach 5 Tagen. 


1) Die Bakterien von Paratyphus A und B, Dysenterie Shiga- 
Kruse, Dysenterie Flexner, Hiihnercholera haben wir vom hygienischen 
Institut der Universitat und vom Institut fiir Infektionskrankheiten zu 
Tokio bekommen. Mit den Bakterien aus dem ersteren haben wir Vor- 
versuche und mit den aus dem letzten Institut die mitgeteilten Ver- 
suche angestellt. Méausetyphusbacillen und Microc. tetragenus stammen 
aus dem Institut fiir Infektionskrankheiten. 
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Die Ausbeute des Roh-Tyrosins nach 3 Wochen im Brutschrank 
0,41 g. 

Nach Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle 0,123 g. Die Substanz hat typisches Aussehen der Tyrosin- 
krystalle und zeigt Millonsche Reaktion. F. 295° (unkorr.). 

Bei der Stickstoffanalyse nach Kjeldahl! zeigte sie einen etwas 
héheren Stickstoffgehalt als theoretisch (0,72°/, mehr). 

Das Filtrat vom Glycyl-t-tyrosinversuch wurde wie bei dem oben 
beschriebenen Glycylglycinversuch behandelt und mit 1,7 g $-Naphthalin- 
sulfochlorid gekuppelt. Ausbeute 0,49 g. 

Nach Umkrystallisation aus heiBem Wasser 0,11 g (entsprechend 


0,03 g Glykokol]). F. 156° (unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure ge- 


trocknet: 
Subst. 0,0914: ®/,9-NH, 3,4 ccm 


Gef.: N 5,21 


2. Glycylglycinversuch. 

Ganz wie bei Typhusbacillen behandelt. 3 Wochen im Brut- 
schrank. 

Zuerst £-Naphthalinsulfoglycin 2,05 g (entsprechend 0,58 g Glyko- 
koll). F. ca. 152° (unkorr.). Nach Umkrystallisation aus heiBem Wasser 
1,85 g. F. 156° (unkorr.). 

Zur Analyse im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure ge- 


trocknet: 
Subst. 0,1626: ®/;9-NH, 6,20 ccm 


C,,H,,0,SN Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,34 


II]. Untersuchungen mit Paratyphus B-Bacillen. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Ausscheidung der Tyrosinkrystalle nach 5 Tagen. 
Die Ausbeute an Rohtyrosin nach 4 Wochen im Brutschrank 0,49 g. 
Nach Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz von Tier- 
kohle 0,15 g. Durch Verarbeiten der Mutterlauge wurden noch 0,20 g 
erhalten. 
Zur Analyse noch einmal umkrystallisiert und bei 100° getrocknet. 
F. 304° (unkorr.). 
Subst. 0,0946: °/;9-NH, 5,2 com 
C,H,,0,N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,70 
f-Naphthalinsulfoglycin aus dem Filtrat 0,41 g roh. Nach Um- 
krystallisation aus heiS8em Wasser 0,04 g (entsprechend 0,011 g Glyko- 
koll). F. 156° (unkorr.). Diese reine Subsetanz erwies sich durch die 
Mischprobe als identisch mit dem aus Glykokoll ,Kahlbaum‘ darge- 
stellten $-Naphthalinsulfoglycin. 
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2. Glycylglycinversuch. 
Ebenfalls 4 Wochen im Brutschrank. 
Die erste Ausbeute von £-Naphthalinsulfoglycin 2,05 g (entsprechend 
0,58 g Glykokoll). F. ca. 150° (unkorr.), 
Nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser 1,15 g. F. 156° 
(unkorr.). 
Die zur Analyse im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsaure ge- 


trocknete Substanz: 
Subst. 6,1739: °/:9-NHg, 6,5 ccm 
CygH,,0,SN Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,24 


IV. Untersuchungen mit Bac. dysenterie-Shiga-Kruse. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins nach 9 Tagen. 
4 Wochen im Brutschrank. Tyrosin roh 0,55 g. 
Nach Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle 0,31 g. 
Zur Analyse ohne Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert und bei 
100° getrocknet. F. 304° (unkorr.). 
Subst. 0,1592: °/;9-NH, 8,7 com 
C,H,,0;N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,66 
Aus dem Filtrate mit #-Naphthalinsulfochlorid behandelt, 0,43 g. 
Nach Umkrystallisation reines §-Naphthalinsulfoglycin 0,7 g (entsprechend 
0,02 g Glykokoll). F. 156° (unkorr.). Die Mischprobe erwies die Identitat 
mit dem aus Glykokoll dargestellten $-Naphthalinsulfoglycin. 





2. Glycylglycinversuch. 

Im Brutschrank 4 Wochen. /-Naphthalinsulfoglycin 1,06 g (ent- 
sprechend 0,30 g Glykokoll). F. ca. 153° (unkorr.). Nach Umkrystalli- 
sation aus heiBem Wasser 0,95 g. F. 156° (unkorr.). 

Im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 

Subst. 0,1289: "/;9-NH, 4,9 ccm 
CygH ,;0,SN Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,33 


V. Untersuchungen mit Bac. dysenterie-Flexner. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins nach 10 Tagen. 
Im Brutschrank 4 Wochen. Tyrosin roh 0,55 g. Nach Umkrystallisation 
unter Zusatz von Tierkohle aus siedendem Wasser 0,24 g. 

Zur Analyse noch einmal umkrystallisiert aus siedendem Wasser 
ohne Zusatz von Tierkohle und bei 100° getrocknet. F. 303° (unkorr.). 
Subst. 0,1318: "/;9-NH, 7,6 ccm 
CyH,,0,N Ber.: N 7,74 

Gef.: N 8,08 
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Aus dem Filtrate: 
8-Naphthalinsulfoglycin 0,50 g. Nach Umkrysgallisation 0,15 g (ent- 
sprechend 0,042 g Glykokoll). F. 156° (unkorr.), 
Im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 
Subst. 0,0587: ®/19-NH, 2,3 com 


Gef.: N 5,49 


2. Glycylglycinversuch. 
4 Wochen im Brutschrank. 
8-Naphthalinsulfoglycin 1,05 g (entsprechend 0,30 g Glykokoll). 
F. ca. 153° (unkorr.). Nach Umkrystallisation aus heiBem Wasser 0,92 g. 
F. 156° (unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure ge- 


trocknet: 
Subst. 0,1410: °/,;9-NH, 5,3 com 


C12H,,;0,SN Ber.: N 5,38 
Gef.: N 5,27 


VI. Untersuchungen mit Mausetyphusbacillen. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch, 
Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins nach 10 Tagen. 
Im Brutschrank 3 Wochen. 

Die ganze Fliissigkeit vollig dunkelbraun gefarbt. Tyrosinase! Tyrosin 
grau, etwas braunlich, 0,24 g. Nach Umkrystallisation aus siedendem 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle 0,07 g. Die Substanz ist ganz wei3B, 
typisch auskrystallisiert und zeigt Millonsche Reaktion. Nach noch ein- 
maliger Umkrystallisation aus siedendem Wasser schmolz sie, rasch er- 
hitzt, bei 300° unter Zersetzung. Aus der Mutterlauge wurde, mit 
£-Naphthalinsulfochlorid behandelt, eine harzartige Masse, mit Krystall- 
nadeln gemischt, ausgeschieden. Wir konnten davon isolieren: $-Naph- 
thalinsulfoglycin 0,06 g (entsprechend 0,016 g Glykokoll). F. 156° 
(unkorr.). 

2. Glycylglycinversuch. 
8-Naphthalinsulfoglycin 1,93 g (entsprechend 0,55 g Glykokoll). 
F. ca. 150° (unkorr.). Nach Umkrystallisation aus siedendem Wasser 
1,57 g. F. 156° (unkorr.). Im Vakuum iiber konzentrierter Schwefel- 


saure getrocknet: 
Subst. 0,1368: "/,9-NH, 5,1 ccm 


Cy.H,,0,8N Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,22 


VII. Untersuchungen mit Hiihnercholerabacillen. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch, 

Nach einigen Tagen tritt braunliche Farbung ein. Nach 8 Tagen 
spirliche Tyrosinkrystalle. Nach 4 Wochen ganz dunkelbraun gefarbt. 
Tyrosin roh (braunlich gefirbt) 0,20 g. Nach Umkrystallisation aus 

Biochemische Zeitschrift Band 47. 31 
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siedendem Wasser mit Tierkohle 0,02 g. Die Substanz ist ganz weib, 
typische Krystalle. F. 296° (unkorr.). Wir waren nicht imstande, aus 
der Mutterlauge reines £-Naphthalinsulfoglycin zu isolieren. 


2. Glycylglycinversuch. 
4 Wochen im Brutschrank. 
8-Napthalinsulfoglycin 1,51 g (entsprechend 0,43 g Glykokoll) 
F. ca. 152° (unkorr.). Nach Umkrystallisation 1,18 g. F. 156° (unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelséure getrocknet : 


Subst. 0,1674: °/19-NH, 6,3 com 
CygH,,O,48N Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,28 


VIII. Untersuchungen mit Microc. tetragenus. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins nach 5 Tagen. 
4 Wochen im Brutschrank. Die ganze Fliissigkeit ziemlich stark braun- 
lich. Tyrosin, fast ungefairbt, 0,48 g. Nach Umkrystallisation aus 
siedendem Wasser 0,25 g. Zur Analyse noch einmal umkrystallisiert aus 
siedendem Wasser und bei 100° getrocknet. F. 305° (unkorr.): 


Subst. 0,1391: "/j9-NH; 7,7 com 
C,yH,,0,N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,76 
Aus der Mutterlauge: 
£-Naphthalinsulfoglycin roh 0,42 g. Nach Umkrystallisation aus 
siedendem Wasser 0,10 g (entsprechend 0,03 g Glykokoll). F. ca. 152° 
(unkorr.). Die Substanz wurde noch einmal aus heifem Wasser um- 
krystallisiert, wog 0,04 g. Die Substanz fing an, bei ca. 149° zu sintern, 
schmolz bei ca. 155° total. 


2. Glycylglycinversuch. 
Ebenfalls 4 Wochen im Brutschrank. 
8-Naphthalinsulfoglycin 2,37 g (entsprechend 0,67 g Glykokoll). 
F. ca. 155° (unkorr.). Nach Umkrystallisation 1,63 g. F. 156° (unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet : 


Subst. 0,1882: "/;9-NH, 7,2 ccm 
Cy2H,,0,5N Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,36 


Die Kontrollversuche als Beweis, daB die oben geschilderte Mani- 
pulation allein niemals den hydrolytischen Abbau der Dipeptide hervor- 
ruft, habe ich schon in der I. Mitteilung beschrieben: Beim Glycy!-|- 
tyrosin fand ohne Bakterien, bei sonst jedoch ganz gleicher Behandlung, 
niemals Tyrosinausscheidung statt, und beim Glycylglycinversuch konnte 
ich unverandertes Glycylglycin, 61,9°/), als #-Naphthalinsulfoverbindung 
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zuriickgewinnen. (Originalangabe der Ausbeute von £-Naphthalinsulfo- 
glycin aus salzsaurem Glycylglycin; 70°/, der Theorie nach E. Fischer 
und P. Bergell.) 

Zusammenfassung. 

Die nicht verfliissigenden Bakterien spalteten Glycyl-]- 
tyrosin und Glycylglycin hydrolytisch in ihre Komponenten 
Tyrosin und Glykokoll. Die Ausbeute war betrachtlich. Aus- 
beute an Rohtyrosin aus 1,0 g Glycyl-l-tyrosin 0,20 bis 0,55 g. 
Ausbeute an f#-Naphthalinsulfoglycin aus 1,0 g Glycylglycin 
1,05 bis 2,45 g (entsprechend 0,30 bis 0,69 g Glykokoll). 

Aus den groBen Ausbeuten an hydrolytischen Spaltungs- 
produkten darf man wohl ohne Bedenken den SchluB ziehen, 
daB es sich hier sicher um Wirkung erepsinartiger Enzyme 
handelt. Pepsinartige Enzymwirkung ist von vornherein aus- 
geschlossen, weil hier kiinstliche Dipeptide verwendet wurden. 
Trypsinartige Enzymwirkung ist wahrscheinlich ebenfalls auBer 
Betracht zu lassen; denn einerseits greifen die nicht ver- 
fliissigenden Bakterien genuine EiweiBkorper nicht an, an- 
dererseits vermag Trypsin Glycylglycin nicht abzubauen. Es 
ist also experimentell exakt bewiesen, daB den Bakterien als 
einzelligen Wesen auch ein erepsinartiges Enzym zukommt, 
das sowohl in tierischen’) als auch in pflanzlichen*) Gewebs- 
zellen ubiquitér zu existieren scheint. 


1) H. M. Vernon, Journ. of Physiol. 32, 33 und 23, 81, 1905. 
2) Vines, Zit. nach Oppenheimer, Die Fermente, 8. 176. 


31* 





Ober den Abbau einiger Polypeptide durch Bakterien. 
III. Mitteilung. 
Untersuchungen mit verfliissigenden Bakterien. 


Von 


Takaoki Sasaki. 


(Aus dem Laboratorium des Kyoundo-Hospitals zu Tokio.) 


(Eingegangen am 17. November 1912.) 


Beim Studium des Abbaues von Glycyl-l-tyrosin und Glycyl- 
glycin durch Bakterien gelangten wir allmahlich zu der Ansicht, 
daB die Eigenschaft, beide Dipeptide abzubauen, fast allen 
Bakterien zuzukommen scheint. Dies ist aber weiterhin gar nicht 
befremdend, denn mit der Zeit ist man mehr und mehr mit dem 
Vorkommen des erepsinartigen Zellenzyms sowohl in tierischen als 
auch in pflanzlichen Zellen’) bekannt geworden, so daB die Ubiqui- 
tat desselben in den meisten Zellen sehr wahrscheinlich geworden 
ist. Wir haben in der ersten Mitteilung*) Untersuchungen mit Bact. 
coli commune und in der zweiten*) mit anderen nicht verfliissigen- 
den Bakterien von Typhus, Paratyphus A und B, Dysenterie 
Flexner und Shiga-Kruse, Maiusetyphus, Hiihnercholera, Micro- 
coccus tetragenus mitgeteilt, indem wir bei allen Bakterien den 
hydrolytischen Abbau beider Dipeptide konstatieren konnten. 
Es war demnach wiinschenswert, die Untersuchungen noch 
auf andere Gelatine verfliissigenden Bakterien auszudehnen, um 
festzustellen, daB auch die verfliissigenden Bakterien die Di- 
peptide zu hydrolysieren imstande sind. Wir haben deshalb 
mit 12 verfliissigenden Bakterien‘) Experimente angestellt. Bei 


1) Vgl. Oppenheimer, Die Fermente, Kap. X Peptasen. 

2) Diese Zeitschr. 41, 174. 

%) Diese Zeitschr. 47, 462. 

*) Die Bakterien stammen teils aus dem Hygienischen Institut der 
Universitat, teils aus dem Institut fiir Infektionskrankheiten zu Tokio. 
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allen konnten wir konstatieren, daB sie die Dipeptide hydro- 
lytisch abzubauen vermdgen. 

Wenn man sich vergegenwartigt, daB die normalen Faeces 
des Menschen zu etwa einem Drittel aus Bakterienleibern be- 
stehen und tiglich durchschnittlich mehr als 100 Billionen 
Mikroorganismen aus dem Ko6rper eliminiert werden’), so mu8 
man wohl zugeben, da®B unsere Ergebnisse auch auf die Be- 
urteilung physiologischer Probleme nicht ohne EinfluB bleiben 
kénnen. Da®B im Verdauungstractus verschiedenartige Mikro- 
organismen saprophytieren, ist schon lange bekannt. In neuerer 
Zeit wurden von L. M. Horowitz*) Untersuchungen iiber die 
Bakterien des Verdauungstractus, und zwar in verschiedenen 
Abschnitten, beim Hunde angestellt. Andererseits hat E. Abder- 
halden*) im Darminhalt verschiedener Tiere stets ziemliche 
Mengen von Aminosiuren nachgewiesen. Abderhalden und 
Kramm*‘) haben weiterhin zugunsten der Annahme eines még- 
lichst vollstandigen Abbaues der Proteine bis zu Aminosaure 
im Darmkanal folgende Tatsache angefiihrt: 

Der Darminhalt vom Schweine erfaihrt bei Aufbewahrung im Brut- 
schranke eine bedeutende Zunahme des Aminostickstoffes, so daB nach 
6 Stunden bereits etwa %/, derjenigen Aminostickstoffmenge vorhanden 
war, wie sie nach vollstindiger Hydrolyse mit rauchender Salzsiiure 
nachweisbar ware. Daraus schlieBt er, daB im Darmkanal Bedingungen 
vorhanden sind, die einen raschen Abbau bis zu Aminosauren gestatten. 

Wir teilen unsere Ergebnisse mit in der Hoffnung, da8 
sie nicht nur fiir chemische Mikrobiologie, sondern auch fiir 
die Probleme des Abbaues der Proteine im Darmkanal einen 
kleinen Beitrag liefern mégen. 

Hervorheben méchten wir ausdriicklich, daB durch unsere 
Ergebnisse die Abderhalden und Krammsche Arbeit an sich 
erschiittert wird, denn wie die Verfasser selbst mit Recht be- 
tonen, entfalten die Bakterien ebenfalls im Darmkanal ihre 
Wirksamkeit. Inwieweit und zu welchen Anteilen die eigent- 
lichen Verdauungsenzyme und die Bakterienenzyme beteiligt 


1) Vgl. D. Gerhardt, Uber Darmfiulnis. Ergebnisse d. Physiol. 3, 
Heft 1, 107. 

2) L. M. Horowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 95. 

3) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 436. 

4) E. Abderhalden und Fr. Kramm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 


77, 425. 
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sind, muB8 allerdings noch weiterhin ermittelt werden. Ex- 
perimentelle Schwierigkeiten diirften sich unserer Ansicht nach 
noch heute vielfach der Beantwortung in den Weg stellen. 
Beilaufig teilen wir kurz mit, daB auch dem abgetéteten Bac- 
terium coli commune seine Fahigkeit, die Dipeptide abzubauen, 
innewohnt. Diesbeziigliche nahere Mitteilungen und weiteres 
Studium iiber die Bakterienprotease hoffen wir in kurzer Zeit 


veroffentlichen zu kénnen. 


Experimenteller Teil. 


Die experimentelle Methode habe ich schon in der I. und 
II. Mitteilung ausfiihrlich beschrieben. Deshalb verzichte ich 
hier auf die Wiederholung derselben. Auf bakteriologische Rein- 
heit wurden die einzelnen Proben sorgfaltig kontrolliert. Es 
wurden stets Vorversuche angestellt, wobei wir das leicht- 
lésliche Glycyl-l-tyrosin verwendeten. Aus der Mutterlauge 
nach der Filtration der ausgeschiedenen Tyrosinkrystalle das 
gespaltete Glykokoll als 8-Naphthalinsulfoverbindung zu isolieren 
gelang uns nicht, indem dabei meist eine harzartige Masse 
zur Fallung kam, die auch nach vielfacher Umlésung nicht 
krystallisieren wollte. Bei der Bearbeitung mit nicht ver- 
fliissigenden Bakterien hat uns die Isolierung von Glykokoll 
aus der Mutterlauge keine sonderlich groBen Schwierigkeiten 
bereitet. Die Versuchsdauer mit Glycylglycin haben wir meist 
derjenigen mit Glycyl-l-tyrosin gleichgestellt. Wenn dabei die 
Reindarstellung des 6-Naphthalinsulfoglycins entweder durch Zu- 
riickbleiben des noch nicht abgebauten Glycylglycins oder in- 
folge des zu weiten Fortschreitens der Zersetzung erschwert 
wurde, haben wir das Experiment mit einer anderen Versuchs- 
dauer wiederholt. 


I. Untersuchungen mit Milzbrandbacillen. 
1. Glycin-l-tyrosinversuch. 

1 g Glycyl-l-tyrosin (C,,H,,.N,0,.H,0) in 25 com Frankelscher Nahr- 
lésung, die mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht ist, wurde wie iiblich 
in einem Erlenmeyerschen Kolben mit einem Wattepfropf sterilisiert, 
wobei es ganz in Lésung ging. Nach dem Erkalten wurde dann mit einer 
24 Stunden alten Agarstrichkultur, in physiologischer Kochsalzlésung 
aufgeschwemmt, beschickt. Nach 3 Tagen lieB sich bereits Auskrystalli- 
sation des Tyrosins beobachten. Nach einer Woche wurde das Gemisch 
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sterilisiert, weil sich die Krystallisation nicht mehr zu vermehren schien, 
die Reinheit der Bakterienvegetation wurde kontrolliert; die Aufarbeitung 
erfolgte wie in der friiheren Mitteilung angegeben. 
Isoliert 0,38 g rohes Tyrosin. 
Nach Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle: 0,23 g. 
Zur Analyse wurden die typischen Tyrosinkrystalle im Vakuum- 
exsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 
Subst. 0,1802: ®/;9-NH; 9,9 ccm 
CyH,,0,N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,69 


2. Glycylglycinversuch. 
Im Brutschrank 4 Wochen. Die Methode der Verarbeitung ganz 
dieselbe wie die der friheren Mitteilung. 
Aus 1 g Glycylglycin: $-Naphthalinsulfoglycin roh 3,07 g (ent- 
sprechend 0,87 g Glykokoll). 
Nach Umkrystallisation 1,38 g. F. 156° (unkorr.). 
Subst. 0,2238 g: "/;9-NH, 9,0 ccm 
CygH,,0,SN_ Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,63 


II. Untersuchungen mit Staphylococcus pyogenes 
aureus. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins schon nach 3 Tagen. 
Im Brutschrank 22 Tage. 
Aus 1g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,48 g. 
Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz 
von Tierkohle 0,27 g. 
Zur Analyse die typisch auskrystallisierten Tyrosinkrystalle im 
Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 
Subst. 0,2040 g: ®/y9-NH, 11,2 com 
C,H,,0,N_ Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,68 


2. Glycylglycinversuch, 
Im Brutschrank ebenfalls 22 Tage. 
Aus 1 g Glycylglycin: 2,95 g £-Naphthalinsulfoglycin (entsprechend 
0,83 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser 2,1 g. F. 155 bis 
156° (unkorr.). 
Im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelséure getrocknet : 
Subst. 0,2474: ®/,;9-NH 9,6 ccm 
CygH,,0,8N Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,43 
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III. Untersuchungen mit Staphylococcus pyogenes 
citreus. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 

Der Beginn der Auskrystallisation der Tyrosinkrystalle nach 5 Tagen. 
Im Brutofen 4 Wochen belassen. 

Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,53 g. Nach der Umkrystal- 
lisation aus siedendem Wasser unter Zusatz von Tierkohle 0,36 g. 

Zur Analyse die typisch auskrystallisierten Tyrosinkrystalle im 
Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelséiure getrocknet: 


Subst. 0,1494: "/,9-NH, 8,2 ccm 
CyH,,0O3N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,68 


2. Glycylglycinversuch. 
Im Brutschrank ebenfalls 4 Wochen. 
Aus 1 g Glycylglycin: $-Naphthalinsulfoglycin 2,07 (entsprechend 
0,59 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser 1,67 g. F. 1,56° 
(unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 


siure getrocknet: 
Subst. 0,2141: ™/1o-NH,; 8,5 ccm 


C,2H,,0,8N Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,56 


IV. Untersuchungen mit Staphylococcus pyogenes 
albus. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 

Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins erst nach 1 Woche. 
Aufenthalt im Brutschrank 4 Wochen. 

Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,25 g. 

Nach Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle 0,13 g. 

Zur Analyse die typisch auskrystallisierten Tyrosinkrystalle im 
Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet : 


Subst. 0,1414: %/,¢-NH, 8,1 com 
C,H,,0,N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 8,02 


2. Glycylglycinversuch. 


Im Brutschrank ebenfalls 4 Wochen. 

Aus 1 g Glycylglycin: $-Naphthalinsulfoglycin 2,6 g (entsprechend 
0,74g Glykokoll). 

Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser 1,82 g. F. 156° 
(unkorr.). 
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Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 


siure getrocknet : 
Subst. 0,2340: "/;9-NH, 9,4 ccm 


CygH,,0,SN Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,62 


V. Untersuchungen mit Bacillus subtilis. 
1. Glycyl-l-t yrosinversuch. 

Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins schon nach 3 Tagen. 
Mehr und mehr verdunkelt sich die Nahrfliissigkeit (Tyrosinase)!). Nach 
einer Woche haben wir die ganz dunkelbraune Fliissigkeit nach der Be- 
stitigung der bakteriologischen Reinheit sterilisiert und weiter ver- 
arbeitet. 

Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh, braunlich 0,45 g. 

Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz 
von Tierkoble 0,33 g. 

Zur Analyse die ganz weiBen typischen Tyrosinkrystalle im Vakuum- 
exsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 


Subst. 0,2208: "/,9-NHs 12,6 ccm 
CyH,,03N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,68 


2. Glycylglycinversuch. 
Im Brutschrank 4 Wochen. 
Aus lg Glycylglycin: $-Naphthalinsulfoglycin 2,77 g (entsprechend 
0,78 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser 1,08 g. F. 156° 
(unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 


siure getrocknet: 
Subst. 0,2398: "/,5-NHgs 9,4 ccm 


Gef.: N 5,48 


VI. Untersuchungen mit Bacillus proteus vulgaris. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 

Hier trat die Tyrosinasewirkung noch energischer als bei Bacillus 
subtilis zutage. Ehe noch Tyrosinkrystalle zum Vorschein kamen, war 
schon in einigen Tagen die Gesamtfliissigkeit ganz dunkelbraun. Nach 
einer Woche wurden spiarliche Tyrosinkrystalle bemerkbar. 

Nach 3 Wochen im Brutschrank wogen die ausgeschiedenen rohen 
Tyrosinkrystalle 0,05 g (aus 1 g Glycyl-l-tyrosin). 


1) D. Carbone, Bioch. Zentralbl. 4, 618. — E. Abderhalden und 
M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 531. 
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2. Glycylglycinversuch. 
Im Brutofen 3 Wochen. 
Aus 1 g Glycylglycin: £-Naphthalinsulfoglycin 1,46 g (entsprechend 
0,41 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser 1,15 g. F. 156° 


(unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 
sdure getrocknet: 
Subst. 0,3068: "/,;9>-NHgs 11,8 com 
C,gH,,0,SN Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,38 


VII. Untersuchungen mit Bacillus pyocyaneus. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Bac. pyocyaneus besitzt auch energische Tyrosinasewirkung. Nach 
3 Wochen wurde die gesamte Fliissigkeit ganz dunkelbraun. 
Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,28 g. 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 
siure getrocknet: 
Subst. 0,1552: "/;9-NH, 8,4 ccm 
C,H,,0,;N Ber.: N 7,73 
Gef.: N 7,58 


2. Glycylglycinversuch. 


Im Brutschrank 3 Wochen. 

Zum Versuch wurde 1 g Glycylglycin verwendet. 

Wir konnten unter Verwendung von f-Naphthalinsulfochlorid weder 
reines $-Naphthalinsulfoglycin noch /-Naphthalinsulfoglycylglycin iso- 
lieren. 

Allerdings erhielten wir dabei 0,5 g Krystalle, die bei ca. 130° zu- 
sammensinterten und zwischen 135° bis 145° schmolzen. Sie bestanden 
offenbar aus upreinem f-Naphthalinsulfoglycin, aus dem wir leider durch 
wiederholte Umkrystallisation keine reine Substanz isolieren konnten. 
Dieser Glycylglycinversuch wurde noch einmal wiederholt, wobei sich 
das gleiche Resultat ergab. 


VIII. Untersuchungen mit Bacillus prodigiosus. 

1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Ausscheidung der Tyrosinkrystalle nach 6 Tagen. 
Im Brutschrank 4 Wochen, die Gesamtfliissigkeit ziemlich stark 


dunkelbraun gefarbt. 
Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,46 g. 
Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz 


von Tierkohle 0,27 g. 
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Zur Analyse wurden die typischen Tyrosinkrystalle im Vakuum- 
exsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 
Subst. 0,2006: ®/,9-NH, 11,3 com 
Gef.: N 7,89 


2. Glycylglycinversuch. 
Im Brutschrank 4 Wochen. 
Aus 1 g Glycylglycin: £-Naphthalinsulfoglycin 1,4 g (entsprechend 
0,40 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser 1,04g. F.156°(unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuumexiccator iiber konzentrierter Schwefelsdure 


getrocknet: 
Subst. 0,3450: ®/;9-NH; 13,5 ccm 


CygH,,0,8N Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,47 


IX. Untersuchungen mit Vibrio cholerae. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Ausscheidung der Tyrosinkrystalle nach 3 Tagen. 
Im Brutschrank 4 Wochen (dunkelbraun). 
Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,35 g. 
Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle 0,13 g. 
Zur Analyse wurden die typischen Tyrosinkrystalle im Vakuum- 
exsiccator iiber konzentrierter Schwefelséure getrocknet: 
Subst. 0,1253: ®/,9-NH,; 6,9 cem 
C,H,,0,N Ber.: N 7,34 
Gef.: N 7,71 


2. Glycylglycinversuch. 
Im Brutschrank 4 Wochen. 
Aus 1g Glycylglycin: £-Naphthalinsulfoglycin 1,15 g (entsprechend 
0,33 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser 0,05 g. F. 156° 
(unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 


saure getrocknet : 
Subst. 0,3506: ®/;9-NH; 13,4 ccm 


Gef.: N 5,35 


X. Untersuchungen mit Vibrio Metschnikoff. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 

Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins nach 8 Tagen. 

Im Brutschrank 4 Wochen (dunkelbraun). 

Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,36 g. 
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Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz 


von Tierkohle 0,28 g. 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 





sdure getrocknet: 
Subst. 0,2336: "/;9-NHs 12,6 ccm 


CyH,,0,;N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,55 


2. Glycylglycinversuch. 
Im Brutschrank 4 Wochen. 
Aus 1g Glycylglycin: #-Naphthalinsulfoglycin roh 1,10 g (ent- 
sprechend 0,31 g Glykokoll). 
Nach der einmaligen Umkrystallisation 0,56 g. 
Zur Analyse wurde die Substanz noch einmal umkrystallisiert und 
im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet. Die 
Substanz schmolz immer noch bei etwas zu niedriger Temperatur ca. 
153 bis 154° (unkorr.). 
Die Analyse ergab fiir $-Naphthalinsulfoglycin beinahe stimmende 
Zahlen. 
Subst. 0,2788: ®/:9-NH, 11,4 ccm 
CygH,,;0,SN Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,72 





XI. Untersuchungen mit einem Wasservibrio. 
1. Glyeyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Auskrystallisation des Tyrosins nach 6 Tagen. 
Im Brutschrank 1 Woche (dunkelbraun). 
Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,36 g. 
Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz 
von Tierkohle 0,18 g. 
Zur Analyse wurden die typischen Tyrosinkrystalle im Vakuum- 
exsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 
Subst. 0,1788: "/;9-NH, 9,6 ccm 
C,yH,,0,N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,76 


2. Glycylglycinversuch. 


Im Brutschrank 1 Woche. 
Aus 1 g Glycylglycin: 8-Naphthalinsulfoglycin 1,06 g (entsprechend 


0,30 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser 0,82 g. F. 156° 


(unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 


siure getrocknet: 


Subst. 0,2456: "/;¢NH, 9,3 com 
Gef.: N 5,30 
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XII. Untersuchungen mit Vibrio Dunbar. 
1. Glycyl-l-tyrosinversuch. 
Der Beginn der Ausscheidung der Tyrosinkrystalle nach 2 Tagen. 
Im Brutschrank 1 Woche (dunkelbraun). 
Aus 1 g Glycyl-l-tyrosin: Tyrosin roh 0,38 g. 
Nach der Umkrystallisation aus siedendem Wasser unter Zusatz 
von Tierkohle 0,28 g. 
Zur Analyse wurden die typischen Tyrosinkrystalle im Vakuum- 
exsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet: 
Subst. 0,2124: "/;9-NHg, 11,6 ccm 
C,H,,0,;N Ber.: N 7,74 
Gef.: N 7,64 


2. Glyeylglycinversuch. 
Im Brutschrank 3 Wochen. 
Aus 1 g Glycylglycin: $-Naphthalinsulfoglycin 1,0 g (entsprechend 
0,28 g Glykokoll). 
Nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser 0,83 g. F. 156° 
(unkorr.). 
Zur Analyse im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 


sdure getrocknet: 
Subst. 0,2182: ®/,9-NH; 8,2 ccm 


CygH,10,8N Ber.: N 5,28 
Gef.: N 5,26 


Bei dieser Untersuchung haben Ichiro Otsuka und 
Teidji Shishido als Assistenten mitgewirkt. 





Ober das Verhiltnis zwischen dem Aminstickstoff und 
dem Gesamtstickstoff im Harn unter verschiedenen nor- 
malen und pathologischen Bedingungen. 


Von 
Ernsto Signorelli. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der K. Universitat Neapel.) 


(Eingegangen am 4. Oktober 1912.) 


Uber das Schicksal der Aminosiiuren im Organismus be- 
sitzen wir nunmehr sichere Kenntnisse. Sowohl die aus der 
Darmresorption stammenden, als die infolge autolytischer Vor- 
ginge in den Geweben erzeugten und die auf kiinstlichem 
Wege in ein Tier eingefiihrten Aminosiuren werden zum groBen 
Teil oxydiert und nur in kleiner Menge durch den Harn aus- 
geschieden. Ferner wissen wir sicher, daB je nach den Be- 
diirfnissen der Gewebe ein Teil der Aminosiuren zur Wieder- 
herstellung der lebenden Protoplasmen dient. 

Die Schnelligkeit, mit der die Aminosiuren verbrannt 
werden, ist in der Tat sehr groB und vielleicht nicht ge- 
ringer als die, mit der im Organismus Traubenzucker, 
Athylalkohol usw. verbraucht werden. Infolgedessen kénnen 
die Aminosiuren in gewissen Organismen den vorwiegend 
gréBten Teil der Energiequellen darstellen. Wie bekannt, ver- 
schwinden die in den Kreislauf eingefiihrten Aminosiuren sehr 
rasch, indem sie durch ihre Auflésung zur Bildung des Harn- 
stoffes beitragen, wihrend der Kohlenstoff und der Wasserstoff 
in CO, und H,O iibergefiihrt werden. 

Auch scheint erwiesen zu sein, daB die Hauptstatte fiir 
die Zerstérung der Aminosiuren die Leber ist, wo infolge Ein- 
wirkung von aminolytischen Fermenten der bekannte erste Grad 
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der Spaltung, der Desamidierung, eintritt. Es bleiben aliphatische 
(ketonische) und aromatische Reste tibrig, deren Schicksal noch 
ungewiB und strittig ist. 

Nachdem man im allgemeinen erkannt hat, daB die Amino- 
siuren im Organismus rasch aufgebraucht und zerstért werden, 
mu8 jetzt noch in vergleichender Weise der Grad und die 
Schnelligkeit, mit der dies bei den verschiedenen Stoffen von 
diesem Typus geschieht, festgestellt werden. Auf die Lésung 
dieser Fragen konzentrieren sich jetzt die Anstrengungen der 
verschiedenen Forscher, und man sucht zu konstatieren, welche 
der aus der Spaltung der EiweiBk6rper stammenden Amino- 
siuren leichter zerstért werden, ob die Produkte der durch 
Verdauungsfermente oder andere Katalysatoren verursachten 
Hydrolyse sich auf gleiche Weise verhalten, ob die Isomeren 
und speziell die beiden optischen Antipoden einer und derselben 
Aminosiure in gleicher Weise verbrannt werden kénnen und 
ob der Organismus imstande ist, auch Aminosiéuren, die nicht 
normalerweise in den Proteinen vorkommen, zu oxydieren. 

Uber alle diese Fragen wissen wir heutzutage noch sehr 
wenig. 

Ein sehr interessanter Umstand besteht aber darin, dai 
ein kleiner Bruchteil der auf irgendeine Weise in den Kreis- 
lauf eintretenden Aminosaéuren der Oxydation entgeht und in 
den Harn iibergeht. Dieser Bruchteil schwankt bei den unter 
konstanten Bedingungen gehaltenen Tieren innerhalb sehr enger 
Grenzen, wihrend er variiert, wenn die Mengen der in den 
Kreislauf eintretenden Aminosauren variieren. Nun konnte ich 
aber bei meinen einleitenden Experimenten einen Parallelismus 
zwischen der Menge der mit dem Harn ausgeschiedenen 
Aminosiiuren und der Menge des ebenfalls mit dem Harn 
ausgeschiedenen Gesamtstickstoffs konstatieren, weshalb es 
mir interessant erschien, das Verhiltnis tt (NV, = Menge 
des mit dem Harn in 24 Stunden ausgeschiedenen Aminstick- 
stofis, N,== Menge des mit dem Harn in 24 Stunden aus- 


1) Die Zahlen, die im Text dieser Arbeit den Wert des Verhalt- 


nisses —“ reprisentieren, sind immer (auch wenn dies nicht ausdriicklich 


erwahnt wird) als mit 100 multipliziert zu verstehen. 
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geschiedenen Gesamtstickstoffs) unter verschiedenen Bedingungen 
des Organismus zu studieren, speziell unter den folgenden: 


beim Hungern, 

bei Zunahme der Oxydationsvorginge, 

bei verschiedener Ernahrung, 

nach subcutaner Injektion von Aminosauren, 
bei den das Fieber begleitenden Azoturien und 
bei der Vergiftung durch Phosphor. 


Zu meinen Experimenten habe ich nur Hunde verwendet, 
die bei konstanter Diit gehalten wurden. Diese Diat war ihrer 
Zusammensetzung nach in allen Experimenten die gleiche und 
bestand in Rindsdirmen, Brot und Fett. Die Menge dieser 
Nahrungsmittel wurde dem Gewicht jedes Tieres angepaBt. 

Der Harn wurde alle 24 Stunden aufgefangen, und ich 
bestimmte seinen Gesamtstickstoff nach der Kjeldahlschen 
Methode, den Aminstickstoff nach der Methode Sérensen- 
Henriques und das Ammoniak nach der Methode Kriiger- 
Schittenhelm. 

Bei verschiedenen Experimenten wurde auch der Gesamt- 
stickstoff der Faeces bestimmt, und auf diese Weise konnte die 
Gesamtbilanz des Stickstoffs festgestellt werden. 

Ich habe es fiir zweckmaBig gehalten, auch die aus den Ar- 


N, 


beiten anderer Forscher sich ergebenden Werte des Verhaltnisses N 
t 


anzufiihren, damit man diese Zahlen mit den von mir erhaltenen 
vergleichen kann. Deshalb bringe ich im Text meiner Arbeit 
Tabellen, die diese Zahlen und die sich aus meinen Unter- 


suchungen ergebenden Werte von N,, N, und cf enthalten. 


Dagegen wird man die Protokolle iiber meine Experimente 
am Ende der Arbeit finden; sie enthalten alle Zahl gaben 
meiner Bestimmungen. 


N 
I. Das Verhiltnis r beim Hungern. 
t 


Von den Bestimmungen der Aminosaiuren im Harn des hungernden 
Hundes sind die neuesten und die zahlreichsten die von Fuchs‘); er hat 
sehr iibereinstimmende Zahlen fiir das Verhiltnis zwischen dem Aminstick- 
stoff und dem Gesamtstickstoff gefunden, welche Zahlen nahe an 2 liegen. 





1) D. Fuchs, Zeitschr, f. physiol, Chem. 69, 491. 
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Tabelle I. 

















y | y Ne 100 
Autor N Na | N, 
———a ee ee Fe ee 
Fuchs. 
Mittel von 19 Tagen 2485 | 0,055 | 2,29 
Buglia. | 
1. Experiment 2,59 0,026 1,05 
3. , 1,55 0,016 1,03 
3. - 1,41 0,010 0,71 
3. n 1,19 0,019 1,64 
4. ” eer 0,84 0,0084 | 1,00 
| 
Abderhalden | 
und seine Mitarbeiter. 
1. Experiment. 
Mittel von 7 Tagen . 2,995 0,044 1,11 
2. Experiment. | 
Mittel von 6 Tagen . 4,675 0,067 1,43 
5. Experiment. 
Mittel von 7 Tagen . 2,192 | 0,049 2,33 
7. Experiment. 
Mittel von 4 Tagen . 2,046 | 0,043 2,15 
| 
13. Experiment. 
Mittel von 10 Tagen 3,452 | 0,070 2,04 
15. Experiment. 
Mittel von 9 Tagen . 5,044 0,071 | 1,42 
Eigene Experimente. 
20. Experiment. 0,79 | 06,0112 | 1,41 
0,70 | 0,0100 1,42 
0,72 0,0112 | 1,55 
0,81 0,0123 | 1,51 
Mittel 0,755 | 00111 | 1,48 
19. Experiment. 0,86 | 09,0103 | 1,19 
030 | 00098 | 1,20 
1,14 | 0,0109 | 0,95 
1,37 | 0,0142 | 1,03 
Mittel 1,04 0,0130 | 1,09 
8. Experiment 0,833 | 00123 | 1,48 
8. > 1034 | 0,0134 | 1,30 
7. ° 0.781 | 00101 | 1,34 
5. ” 0,723 | 00106 | 1,46 
9. - < Hees 1209 | 60113 0.94 
Mittel 0,916 00117 | = 1,30 





Weitere Zahlen habe ich einer Arbeit von Buglia!) entnommen iiber 
Hunde, die zu anderen experimentellen Zwecken im Hungerzustande 


1) G. Buglia, Zeitschr. f. Biol. 57, 1911. 


- 
fe 
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gehalten wurden. Diese Zahlen sind niedriger als die von Fuchs, denn 
sie liegen um 1 herum. 

In ihnlicher Weise habe ich weitere Zahlen den Arbeiten von 
Abderhalden, Furno, Goebel und Striibel!) entnommen, die sich 
auf Hunde beziehen, die fiir Experimente im Hungerzustand gehalten 
wurden; auf diese Arbeiten werde ich spiter verweisen, da durch sie die 
Verwendung verschiedener Aminosiuren festgestellt wurde. 

Endlich bringe ich in der vorstehenden Tabelle I auch die Zahlen, 
die ich bei einigen Hunden, die ich fiir andere Experimente hungern 
ieB2), erhalten habe. 

Aus der Gesamtheit dieser verschiedenen Bestimmungen 


y 


ersieht man, daB das Verhialtnis at bei hungernden Hunden 


zwischen 1 und 2 schwankt. Auch beim Hungern entgeht also 
ein Bruchteil von Aminosiuren, der sicher endogenen Ursprungs 
ist und aus der Desintegration der EiweiBkérper der Gewebe 
stammt, der Oxydation. Dieser Bruchteil halt sich innerhalb 
konstanter Grenzen im Verhaltnis zu dem mit dem Harn aus- 


geschiedenen Gesamtstickstoff. 


N. 
II. Das Verhiltnis + wahrend der Schwankungen der 
~. 


Intensitat der Oxydationsvorginge. 

Bei friiheren Untersuchungen hatte ich*) die Hypothese 
aufgestellt, daB die Verminderung der Menge von Aminosiauren, 
die mit dem Harn ausgeschieden werden, wie sie wihrend des 
Aufenthaltes im Hochgebirge eintritt, durch eine Zunahme der 
Oxydationsvorginge bedingt sei. 

In Anbetracht der leichten Oxydierbarkeit der Amino- 
siuren konnte man denken, daB bei Zunahme oder Abnahme 
der Verbrennungen in den Organen auch Verinderungen im 


Verhiltnis —* eintreten wiirden. 


Diese Frage hat Manacorda‘) behandelt, der die Veriinde- 
rungen bei der Ausscheidung der Aminosiuren bei Hunden 
studiert hat, die er verschiedene Stunden lang in einem an 
Kohlensaureanhydrid reichen Medium hielt, damit die Intensitat 


1) Abderhalden, Furno, Goebel, Striibel, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 74, 481. 

2) Siehe auch die Tabellen VIII, [X, X. 

3) E. Signorelli, diese Zeitschr. 31, 1912. 

*) C. Manacorda, Lo Sperimentale 1912, Heft I. 
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der Oxydationen auf diese Weise vermindert wiirde. Unter 
diesen Bedingungen fand Manacorda eine Zunahme in der 
Ausscheidung der Aminoséiuren im Vergleich mit den Zahlen, 
die dieser Autor mit den gleichen Methoden in langen Beob- 
achtungsperioden erhielt, waihrend welcher die Hunde bei kon- 
stanter Diit erhalten wurden. 


: ; ‘ N } 
Ich bringe die Werte v” die man der Tabelle Mana- 
t 
cordas entnehmen kann, nicht, weil sie sich von den von mir 
und anderen Autoren als normale Daten erhaltenen sehr unter- 
scheiden. 
Ich habe die umgekehrte Erscheinung studiert, indem ich 


y 


das Verhiltnis -.* bei einem Hunde bestimmte, den ich einige 


t 
Stunden lang reinen Sauerstoff einatmen lieB. Der Hund, an 


dem drei Experimente gemacht wurden, wog 5,750 kg und 
zeigte waihrend der ganzen Dauer des Experimentes keine be- 
merkenswerten Gewichtsveranderungen. Seine Temperatur er- 
hielt sich normal. Er wurde bei konstanter Diit, wie gewéhn- 
lich, gehalten, und es wurden wiahrend der beiden ersten Ex- 
perimente in 24 Stunden 3,85 g N eingefiihrt, wahrend des 
dritten Experimentes 4,2 g. 

Bei Beginn des Experimentes wurde an der Schnauze des 
Tieres eine kleine Marke angebracht, die mit einem Zuntz- 
schen Klappenapparat in Verbindung stand. Letzterer war 
seinerseits mit einem groBen Gummiballon verbunden, der mit 
Sauerstoff gefiillt war. 

Die Resultate dieser drei Experimente findet man in der 
am Ende der Arbeit beigefiigten Tabelle VII; auf ihr sind die 
Zahlen zusammengestellt, die sich auf den Harn der einem 
jeden Experiment mit Sauerstoffinhalation vorausgehenden Tage 
und der Experimenttage beziehen; ferner enthialt sie die Zahlen 
der Stickstoffbilanz. 

In umstehender Tabelle II resiimiere ich nur die End- 
resultate dieser Experimente. 

Von diesen drei Experimenten miissen die beiden letzten 
am meisten in Betracht gezogen werden, weil beim ersten das 
Tier eine viel geringere Menge Sauerstoff einatmete und mit 


einem Klappenapparat, dessen Roéhren vielleicht zu enge fiir 
32* 
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eine geniigende Lungenventilation waren, weshalb der Hund 
zuweilen Anfalle von Dyspnoe hatte. 


























Tabelle II. 
Nr. des Bedingungen N N | Na 100 | Stickstoff- 
Exper. des Experimentes ee «Pe N, bilanz 
1 Der Hund atmet atmo- 
spharische Luft ein. . 2,90 | 0,0363 1,2 + 0,48 
Der Hund atmet 3001 
Sauerstoff in 3 Std. ein 2,86 0,0700 2,4 + 0,59 
2 Der Hund atmet atmo- 
spharische Luft ein. . 3,55 0,0382 | 1,08 + 0,07 
Der Hund atmet 800 1 
Sauerstoff in 7 Std. ein 3,93 | 0,0414 1,04 — 1,31 
3 Der Hund atmet atmo- 
spharische Luft ein. . | 3,75 | 0,0820 | 2,2 + 0,04 
Der Hund atmet 800 1 
Sauerstoff in 6 Std. ein | 3,98 | 0,0945 | 2,87 — 0,18 








Man sieht, daB ein UberschuB an Sauerstoff eine leichte Zu- 
nahme der Stickstoffausscheidung auf dem Harnwege verursacht, 
die einem Defizit infolge Verlustes von Stickstoff entspricht, 
was sich als Folge einer lebhafteren Oxydation von Proteinen 
des Organismus erkliren léBt. Gleichzeitig nimmt aber auch 
die Ausscheidung der im Harn enthaltenen Aminosduren zu 


und folglich das Verhiltnis —*, wenigstens variiert es bei den 


N 


t 
beiden letzten Experimenten gar nicht. 


y 


N 
III. Das Verhiltnis vr bei verschiedener Ernaihrungsweise. 
ie 


In der Voraussetzung, daB die Ausscheidung der Amino- 
siuren mit dem Harn je nach der bei den Versuchstieren ein- 
gefiihrten Nahrung betrichtlich verschieden sein kann, wurden 
drei Gruppen von Versuchen angestellt; die Hunde wurden 
nimlich mit Fleischnahrung im UberfluB, mit PflanzeneiweiB- 
stoffen und mit isolierten Aminosauren gefiittert. 


Beziiglich der beiden ersten Versuchsgruppen will ich hier die Arbeit 
von Sérensen und Henriques?) anfiihren, die Hunde mit Fleisch bis 
zu einer taglichen Ausscheiduug von 14 bis 15 g N fiitterten, dann nur 
mit Brot, so daB die Exkretion des Stickstoffs mit dem Harn auf 3 bis 


1) Henriques und Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 1909. 
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a die ich der 
Arbeit der genannten Autoren entnommen habe, finden sich in der fol- 
genden Tabelle. 

Ferner ist an die zahlreichen Arbeiten von Abderhalden und 
seinen Mitarbeitern iiber die Ernihrung der Hunde mit den einzelnen 
Aminosiuren, die allein oder mit Kohlenhydraten und Fetten dargereicht 
wurden, zu erinnern. Meine Untersuchungen endlich habe ich mit vier 
verschiedenen EiweiBstoffen angestellt, zwei vegetabilischen, dem Zein 
des Mais und dem Glutin des Korns, zwei animalischen, der Gelatine 
und dem Casein. Wie bekannt, enthalten zwei von diesen vier EiweiB- 
stoffen alle zum Stoffwechsel der Organe nétigen Gruppen, d.h. sie sind 
fir die Ernahrung vollkommen ausreichende Proteine, namlich das 
Casein und das Glutin, waihrend die beiden anderen, das Zein und die 
Gelatine, nicht alle Gruppen enthalten und deshalb nicht fiir die Assi- 
milation geniigen [siehe auch die jiingst erschienene Arbeit von Mc 
Callum})}. 

Die Hunde (4., 5., 6. und 7. Experiment) muBten 2 Tage 
hungern; dann wurde ihnen Nahrung gereicht, die den gewahlten 
Eiweibstoff in iiberwiegendem MaBe und in solcher Menge ent- 
hielt, daB taglich 2,3 bis 3 g N eingefiihrt wurden. Ferner 
erhielten die Tiere taglich 20 g Fett. Beim 4. Experiment 
wurde dem betreffenden Hunde ein besonderer Neapler Kise 
(,,Mozzarella“) dargereicht, der fast ausschlieBlich aus Casein 
besteht und 22°/, N enthalt (De Giaxa). 

Beim 5. Experiment erhielt der Hund die gewoéhnlich zu 
bakteriologischen Zwecken verwendete Gelatine. 

Beim 6. Experiment erhielt der Hund einen Brei, der 
45°/, Glutin enthielt. 

Beim 7. Experiment mit dem Zein erhielt der lund 
Maisbrot. 

Der Harn wurde, wie gewohnlich, von 24 Stunden zu 
24 Stunden aufgefangen. 

Die experimentellen Daten finden sich in der Tabelle VIII 
am Ende der Arbeit. Hier will ich nur die endgiiltigen Zahlen 


5 g reduziert wurde. Die Zahlen fiir das Verhiltnis 


anfiihren, die sich auf das Verhiltnis Vv. beziehen; zum Ver- 


t 
gleich schicke ich die Zahlen voraus, die ich den obenerwahnten 
Arbeiten von Sé6rensen und Henriques, Abderhalden und 
seinen Mitarbeitern entnommen habe. 


1) Mc Callum, Amer. Journ. of Physiol. 29, 215, 1912. 
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Tabelle III. 














N, 
Autoren Ernahrung N; N. V -100 
ive 
= ——=—— —— Se —————— —_ —= 
Abderhalden Glykokoll, Zucker | von 2,2 von 0,2. von 9,8 
u. seine Mitarbeiter und Fett bis 5,9 | bis 1,0 bis 46,1 
” Alanin, Zucker von 2,2. von0,1l von 4,0 
und Fett bis 2,6 | bis 0,5 | bis 23,0 
* Glutaminsaure, von 1,9 | von 0,07. von 1,3 
Zucker und Fett bis 4,6 | bis 0,14; bis 6,6 
- Asparaginsaure, von 2,7 | von 0,03 von 1,2 
Zucker und Fett bis 4,1 | bis 0,11 | bis 3,3 
” Histidin, Zucker von 3,4 | von 0,05. von 1,5 
und Fett bis 6,1 | bis 0,23 bis 6,2 
“ Alanin, Tyrosin, | 
Cystin, Zucker u.Fett 48 | 0,07 1,5 
Buglia 
1. Experiment er 0,978 0,016 , 1,64 
Produkte der kiinst- 
lichen Fleischver- 
Gua... ss 1,126 | 0,026 2,33 
a 1,041 0,017 1,68 
Produkte der kiinst- | 
lichen Fleischver- 
Gu ase 1111 | 0,025 2,32 
Pe 6 aie 6% 0,949 0,016 1,71 
2. Experiment Gemischte Kost mit 
Pe. «4 443. 0,432 0,011 | 2,58 
Gemischte Kost mit 
Verdauungs- | 
produkten .. . 0,453 0,011 2,53 
Gemischte Kost mit 
re 0,415 | 0,009 2,24 
Sérensen und | Ernaéhrungm.Fleisch 
Henriques (Mittel aus 3 Be- 
stimmungen) . . 14,7 0,17 1,2 
Ernahrung nur mit 
Brot (Mittel aus 
12 Bestimmungen) 4,6 0,06 | 1,3 
Eigene 
Experimente 
4. Experiment | Casein (Mittel von 
8 Tagen) .... 1,602 0,019 1,23 
5. Experiment Gelatine (Mittel von 
OS 7eem . ww 2,72 0,033 | 1,14 
6. Experiment Glutin (Mittel von 
S Tage 6. « 2,89 | 0,023 | 0,75 
7. Experiment Zein (Mittel von 
3 Tagen) 2,23 0,025 1,17 
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~~ ; a ae N , 
Hinsichtlich des Verhialtnisses —* stimmen die Resultate 


I 
von Sérensen und Henriques vollstiindig mit den meinigen 
iiberein. 

Wie man sieht, variiert dieses Verhaltnis nicht, trotz der 
verschiedenen Ernahrungsweise, und immer geht also, welches 
auch die Menge der absorbierten Aminosiuren und die Be- 
schaffenheit des Proteins, von dem sie stammen, sein mag. 
derselbe aliquote Bruchteil von ihnen in den Harn iiber. Be- 
sonders illustrativ sind die Daten von Sérensen und Henri- 


T 


ques, aus denen man ersieht, daB der Quotient a konstant 


zwischen 1,3 und 1,2 bleibt, auch wenn die Menge des ein- 
gefiihrten N von 4,6 g auf 14,7 g steigt. 

Was die interessanten Untersuchungen von Abderhalden 
und seinen Mitarbeitern iiber die Ernahrung von Hunden mit 
verschiedenen Aminoséuren betrifft, will ich noch bemerken, 
daB bisweilen, trotz der Absorption einer bestimmten Amino- 


, le ~— ; 
siure, der Quotient —* nicht von der gewéhnlich von mir ge- 


t 
fundenen Zahl abweicht, dagegen zu anderen Malen viel gréBere 
und auch sehr groBe Werte sich ergeben, wenn die Hunde mit 
Glykokoll oder Alanin ernahrt wurden. 


N, 
IV. Das Verhiltnis y nach der Einfiihrung von Aminosauren 
t 
auf dem parenteralen Wege. 


Verschiedene Autoren haben das Verhalten der auf dem 
parenteralen Wege eingefiihrten Aminosiuren studiert. 

Ofter ist die Méglichkeit einer Verwertung behauptet, aber nur fiir 
den Fall, daB man einem Tiere ein aus der hydrolytischen Spaltung des 
Albumins mittels proteolytischer Fermente stammendes Gemisch injiziert. 
Auf andere Weise erhaltene Aminosdiuren, auf synthetischem Wege er- 
haltene Isomere (Wohlgemuth) sind weniger leicht verwendbar, oder 
sie sind es gar nicht und gehen in den Harn iiber. 

Stolte*) injizierte Glykokoll, Alanin, Asparaginsiure, Glutaminsaure, 
Phenylalanin, Tyrosin, Leucin in die Venen von Kaninchen und be- 
merkte, daB die aromatischen Aminoséuren keine Vermehrung des Harn- 
stofis verursachen. Die Asparaginsiure, die Glutaminsaéure und das Alanin 
verursachen Zunahme des Harnstoffs und werden zum Teil als solche 


ausgeschieden. 


1) Stolte, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 15, 1904. 








492 E. Signorelli: 


Das Glykokoll und das Leucin wandeln sich vollstandig in Harn- 


stoff um, 
Salaskin und Kowalewski!) sahen, daB das Glykokoll, wenn es 


beim Hunde eingefiihrt wird, nur zum geringen Teil auf dem Nierenwege 
ausgeschieden wird, dagegen zum groBen Teil desamidiert wird, weshalb 
eine Zunahme des Ammoniaks im Blute eintritt. 

Abderhalden, Gigon und London?) injizierten Alanin in die 
Venen von Hunden und konstatierten eine Zunahme dieser Aminosaure 


im Blute und Harn der Tiere. 
Roger?) nimmt an, daB die bei einem Tiere injizierten Aminosaiuren 


sich als unschiadlich erweisen, wenn sie durch Hydrolyse vermittelst 
Siiuren erzeugt sind, dagegen Erniedrigung des Blutdruckes bewirken, 
wenn sie durch Pankreasverdauung erzeugt sind. 

Wolf*) konstatierte bei ahnlichen Experimenten Erniedrigung des 
Blutdruckes, Hypoleukocytose und Ungerinnbarkeit des Blutes. 

Untersuchungen iiber dieses Thema aus neuester Zeit sind 
die von Buglia’). Er injizierte in die Venen der Hunde 
abiuretische Produkte einer langen Fleischverdauung mittels 
Pankreasextrakt. Nach Injektion betrachtlicher Mengen dieser 
Hydrolysate beobachtete er bei den Tieren voriibergehende 
Stérungen, von denen die hervortretendsten Diarrhée und ein 
gewisser Grad von Albuminurie waren. Buglia schlieBt, wie 
schon andere Forscher vor ihm geschlossen hatten, da8 die in 
den Kreislauf eingefiihrten Aminosiuren rasch verbrannt werden 
und da®S nur ein kleiner Teil der Oxydation entgeht und mit 
dem Harn ausgeschieden wird. 

Aus den Zahlen einiger Experimente Buglias habe ich das 


Verhaltnis No berechnet, wie es sich aus der folgenden Tabelle 
¢ 
ergibt. 
Ich mu8 jedoch bemerken, daB ich von Buglias Zahlen 
diejenigen ausgewahlt habe, die sich auf den nach Beendigung 
der Injektion der Hydrolysate ausgeschiedenen Harn beziehen, 


weil die Zahlen fiir den wahrend der Injektion aufgefangenen 


1) Salaskin und Kowalewski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 
140, 1904. 
2) Abderhalden, Gigon und London, Zeitschr. f. physiol. Chem. 


53, 113. 

3) Roger, Compt. rend. Soc. Biol. 66, 682, 1909. Digestion et 
nutrition Masson, Paris S. 504, 1910. 

#) Wolf, Journ. de Physiol. et de Pathol. génér. 9, 925, 1907. 

5) Buglia, Zeitschr. f. Biol. 58, 1912. 
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Harn natiirlich einen zu reichen Gehalt an Aminosauren auf- 
wiesen. Bei direkter Einfiihrung dieser Stoffe in die Venen 
enthielt dann das Blut sie in zu groBer Konzentration, weshalb 
die Nieren sich beeilten, den Uberschu8 daran auszuscheiden, 
ehe die Vorginge der Desamidierung und Verbrennung der 
Aminosaiuren in ihrer normalen Intensitat festgestellt werden 
konnten. Aus diesem Grunde habe ich das zweite Experiment 
Buglias nicht beriicksichtigt, bei dem kein Unterschied gemacht 
wird zwischen dem wihrend und dem nach der Injektion auf- 
gefangenen Harn. Bei meinen Experimenten dagegen gestattete 
die subcutane Injektion ein langsameres Eindringen der Amino- 
siuren in den Strom des Kreislaufes. 

Bei diesen Experimenten verwendete ich Hydrolysate von 
Gelatine, Casein und Zein. Das Gelatinehydrolysat wurde mit 
Schwefelsiure hergestellt, die dann mit einem Uberschu8 von 
Baryt entfernt wurde; das Baryt wurde mit CO, gefallt. Auf 
diese Weise erhielt ich eine Fliissigkeit ohne Sulfate und BaO, 


die in 100 cem enthielt: 


Gesamtstickstoff . . 1,700 g 
Aminstickstoff . . . 0,870 g 
as o Sw! s SRS 


Alle 100 ccm wurden subcutan einem Hunde injiziert, der 
Erscheinungen von Parese, Erbrechen und Diarrhée zeigte. 

Der Harn des Tages, an dem die Injektion erfolgte, und 
der des folgenden Tages wurden aufgefangen. 

Das Zeinhydrolysat wurde mit konzentrierter HCl ver- 
mittelst eines 30stiindigen Kochens erhalten. Die Salzsaure 
lieB ich bei niedrigem Drucke verdunsten und neutralisierte 
dann die Fliissigkeit; 100 ccm dieser Fliissigkeit, die einem 
Hunde subcutan injiziert wurden, enthielten: 


Gesamtstickstoff . . 0,242 g¢ 
Aminstickstoff . . . 0,221 g 


Das Caseinhydrolysat wurde auf gleiche Weise erhalten; 
100 cem dieser Fliissigkeit, die einem Hunde subcutan injiziert 
wurden, enthielten: 

Gesamtstickstoff. . . 1,20g 
Aminstickstoff . . . 0,85¢ 
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Auch diese Hunde zeigten die nimlichen obenerwaihnten 
Krankheitserscheinungen, und der Hund, dem Caseinhydrolysat 
injiziert worden war, starb 24 Stunden nach der Injektion. 

Die experimentellen Daten sind, wie gewéhnlich, in der 
Tabelle [IX am Ende der Arbeit zu finden. 

Hier bringe ich die Zahlen, die sich auf das Verhiltnis 


T 


+ ° 
2 beziehen. 














9 
Tabelle IV. 
Autor und Nr. Den Hunden , , Na 
der Experimente injizierte Stoffe Nr Ne N, 100 
Buglia. 
1.Exper.. . .]| Pankreashydrolysate 3,589 0,029 0,81 
ee te ie idem 1,987 | 0,033 1,66 
& & <6 4.4 idem 4,319 | 0,055 1,27 
Eigene | 
Experimente. 
8. Exper.. . .| Gelatinehydrolysat 4,34 0,065 1,51 
9. ” a a Zeinhydrolysat | 2,73 0,9414 1,54 
10 are Caseinhydrolysat | 4,228 0,070 | 1,67 





Aus meinen Experimenten ergibt sich also eine fast voll- 


ied N : 
standige Gleichheit des Verhiltnisses Vv” trotz der Verschieden- 
t 
heit des unter die Haut des Tieres eingefiihrten Hydrolysates. 


Der Wert dieses Verhiltnisses unterscheidet sich nicht sehr 
von den-Werten der der Injektion vorausgehenden Tage, ob- 
schon der ausgeschiedene Gesamtstickstoff und der ausgeschiedene 
Aminstickstoff sehr zunehmen. So z. B. zeigt sich beim 9. Ex- 
periment: 


N, N, = 100 
an dem der Injektion voraus- ‘ 
gehenden Tage . ... ._ 1,03 0,013 1,3 
am Tage der Injektion. . . 2,73 0,041 1,5 


Infolge der Injektion verdreifachen sich also beinahe die 
Mengen des Gesamtstickstoffs und des ausgeschiedenen Amin- 


a - 
stickstoffs, wihrend das Verhiltnis —-* nicht variiert; dies be- 


t 
deutet, daB es immer derselbe aliquote Teil der gerade im 
Kreislauf befindlichen Aminosiuren ist, der auf dem Nieren- 


wege ausgeschieden wird. 


se 





enenooeanenerentee 
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N. 
V. Das Verhiltnis a bei Azoturien. 
a 


Bei dieser letzten Gruppe von Experimenten wollte ich 


das Verhalten des Verhiltnisses —* in einigen Krankheits- 


N 
zustanden feststellen, in denen die Stickstoffbildung sicher Ver- 
luste erleidet, weil Faktoren, die Spaltungen der EiweiBkérper 
verursachen, sich einmischen. 
In diesen Fallen tritt sicher eine endogene Bildung von 
Aminosauren ein, und es ist interessant zu untersuchen, in 
welchem Mabe diese Aminoséuren der Oxydation entgehen und 


durch den Harn ausgeschieden werden. 

Beziiglich dieser Frage verweise ich auf einige alte Arbeiten, die aus- 
gefiihrt wurden, als man noch keine sicheren Methoden zur quantitativen 
Bestimmung der Aminosiuren im Harn kannte. Deshalb konnte ich 
diesen Arbeiten keine auf das oben besprochene Verhiltnis sich beziehende 
Zahlenangabe entnehmen. Krehl und Schulte8!) konstatierten das Vor- 
handensein von EiweiBderivaten (Albumosen, Peptone, Aminoséuren) im 
Harn bei vielen ansteckenden Krankheiten und Infektionen. Linser 
und Smith®) sahen, daB auch bei den kiinstlichen Hyperthermien der 
Wert des Aminstickstoffs des Harns zunimmt. Ferner wurden in vielen 
von Azoturie begleiteten klinischen Fallen die Aminoséuren des Harns 
bestimmt, bald mit der Methode Fischer-Bergell, bald mit der Me- 
thode von Embden. Auf diese Weise studierte Jacksch4) verschiedene 
Fille von Diabetes mellitus und insipidus, Abderhalden*) einen Fall 
von Diabetes mit Arteriosklerose, Satta) ebenfalls einen Fall von Dia- 
betes, Ignatowski®), Lipstein und FeBner’) verschiedene Faille von 
Gicht. Aber es ist nicht zulassig, aus diesen klinischen Untersuchungen 
irgendeinen allgemeinen und endgiiltigen SchluB zu ziehen. Sicherer 
sind die Resultate beziiglich der Krankheiten mit Liasionen der Leber, 
namentlich wenn Zelldegenerationen in diesem Organ vorhanden sind. 
Man nimmt allgemein an, daB in diesen Fillen zwei Griinde fiir das 
Auftreten der Aminosiuren im Harn vorliegen: erstens die Abnahme 
und das Verschwinden der desamidierenden Funktion der Leber und 
zweitens die endogene Produktion von Aminosiuren infolge der Zer- 
setzung der Leberproteine. 


1) Krehl und SchulteB, Arch. f. klin. Med. 58, 325. 

2) Linser und Smith, Arch. f. klin. Med. 79, 514. 

8) Jacksch, Arch. f. klin. Med. 50, 167, 1903. 

4) Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 40, 1905. 

5) Satta, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 358, 1905. 

6) Ignatowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 371, 1904. 

7) Lipstein und FeBner, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
7, 527, 1905. 
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Schon lange hat Frerichs!) die Anwesenheit von Leucin und Tyrosin 
im Harn als ein Zeichen von Insuffizienz der Leber betrachtet; er fand 
im Harn erhebliche Mengen dieser Stoffe in Fallen von Phosphor- 
vergiftung oder von gelber akuter Atrophie der Leber, ebenso spiter Neu- 
berg und Richter. 

Diese Resultate wurden von SchulteB und von RieB2) bestitigt. 
Jastrowitz$) fand bei Leberkranken, daB das eingefiihrte Glykokoll nicht 
vollstandig zerstért wird, sondern zum Teil in den Harn iibergeht. 
Van Leersum*) hat beobachtet, daB wihrend der Schwangerschaft, vor 
und nach der Geburt eine Zunahme in der Ausscheidung der Amino- 
siuren durch den Harn eintritt, was er der Leberinsuffizienz zuschreibt, 
die man bei Schwangeren oder Wéchnerinnen beobachtet. Abderhalden 
und Schittenhe!]m5) konstatierten Aminoacidurie bei einer groBen Zahl 
von Leberaffektionen. Wie man also sieht, stimmen die Resultate der 
verschiedenen Autoren hinsichtlich der Bedeutung der Leber fiir das 
Schicksal der Aminosauren sehr iiberein, und diese SchluBfolgerung wird 
auch bestiatigt durch die modernen Experimente iiber die kiinstliche 
Durchblutung der Leber mit Blut, dem Aminosauren zugesetzt sind 
[Salaskin, Lambling®)}. 

Eine Arbeit aus jiingster Zeit, die ich auch zitieren muB, ist die 
von Joshiwara’), der den EinfluB des Phlorizins auf die Ausscheidung 
des Stickstoffs studierte, indem er die wichtigsten Bruchteile des letzteren, 
die sich im Harn vorfinden, naimlich die des Harnstoffs, der Aminoséiuren 
und des Ammoniaks, beriicksichtigte. 

Dieser Autor bestitigte einige friihere Untersuchungen, die schon 
nachgewiesen hatten, da8 Phlorizinvergiftung bei Kaninchen Azoturie 
hervorruft. Er gelangt zur SchluBfolgerung, daB eine Zunahme in den 
mit Formo] titrierbaren Stoffen eintritt, und daB diese Zunahme nicht nur 
in absolutem Sinne, sondern auch beziiglich des Gesamtstickstoffs erfolgt. 


Meine Experimente kénnen in verschiedene Gruppen ein- 
geteilt werden, je nach den Mitteln, die zur Erzeugung der 
Azoturie und des Fiebers angewendet wurden. AuBerdem werde 
ich noch einen Fall von spontanem Fieber mitteilen, das bei 
einem dem Experiment unterzogenen Hunde sich zeigte. 

Zur Erzeugung des Fiebers und der Azoturie verwendete 
ich Injektionen von groBen Mengen physiologischer Lésung, das 
Toxin des Streptokokkus, das Nucleoproteid des Pestbacillus, die 


1) Frerichs, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1854, 324. 

2) SchulteB und RieB, Alte Charité-Ann. 15, 2021. 

8) Jastrowitz, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 59, 463. 

4) Van Leersum, diese Zeitschr. 11, 121. 

5) Abderhalden und Schittenhelm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
47, 339. 

6) Lambling, Révue Générale d. Sc. 1909, 185. 

7) Joshiwara, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74. 
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Benzoesiure und das Natriumbenzoat. Bei diesen Experimenten 
wurden die Hunde bei konstanter Diat gehalten, aber mit dem 
Nucleoproteid des Pestbacillus machte ich auch zwei Experi- 
mente an hungernden Hunden, um zu sehen, wie sich das Ver- 


haltnis —* im Fieber verhalt, wenn der ganze ausgeschiedene 
4 


N endogenen Ursprungs ist. 

Endlich betreffen zwei Experimente die bei Phosphor- 
vergiftung eintretende, von schwerer Insuffizienz der Leber 
begleitete Azoturie. 

Die vollstindigen Daten dieser Experimente finden sich 
auf 8. 505 (Tab. X); hier stelle ich, wie gewdhnlich, die wich- 
tigsten dieser Daten in der folgenden Tabelle zusammen: 


Tabelle V. 




















Héchste | UberschuB der | d 
Experimentelle | Temp. des| a. Ny, N. Na 100 
Bedingungen Tieres | gleich zum nor- N, 
oC | malen Mittel | 

11. Spontanes Fieber}] 40,6 | 1,24 4,06 0,134 | 3,00 
2. Fieber infolge 

physiol. Lésung.| 40,03 | 1,18 4,10 | 0,061 | 1,5 
13. idem ake 39,8 | 0,82 3,90 | 0,039 | 1,0 
i 39,0 0,69 3,91 | 0,081 1,1 
15. Fieber nach Strep- 

tokokkentoxin . 39,6 0,49 4,38 | 0,064 1,7 
16. Fieber nach Nu- 

cleoproteid des | 

Pestbacillus . .]| 40,9 | 0,57 4,45 | 0,120 | 2,55 
CS 39,4 | 0,32 3,72 | 0,054 1,4 
ea 39,5 2,74 | 5,84 | 0,078 1,33 
19. Fieber nach Nu- 

cleoproteid des | 

Pestbacillus beim } 

hungernden Hund 39,8 1,49 | 2,42 0,028 | 1,16 
20. idem idem... 39,8 | 0,30 | 1,05 | 0,016 1,60 
21. Fieber nach Ben- 

zoesaure .... 39,5 | 0,77 | 3,92 | 0,078 1,98 
22. Fieber nach Na- 

Benzoat ‘ 40,0 | 1,08 4,55 | 0,046 1,01 





Aus den Tabellen V und VI ersieht man, daB beim Fieber das 


7 


Verhaltnis V. gewohnlich zwischen 1 und 2 schwankt, obwohl 


4 

t 
die Gesamtmenge der Aminosiéuren im Harn im Vergleich zu 
den normalen Mitteln gesunder Tiere etwas erhéht ist und 
zuweilen eine so betriachtliche Azoturie vorhanden ist, daB die 
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Das Verhiltnis f in den letzten Lebenstagen bei mit Phosphor ver- 
os gifteten Hunden. 

















. 
Nr. des ‘ N, | 
“ N; N ——- 100 Bemerkungen 
Exper. e Ny, g 
23 3,63 | 0,048 | 41,33 
3,22 | 0,117 3,66 
2,45 0,048 2,00 | Hungern und Tod des 
24 252 | 0,075 285 | Tieres 
3,03 } 0,092 3,04 
4388 | 0073 | 1,64 


Gesamtmenge des ausgeschiedenen Stickstoffs bis aufs Doppelte 
erhoht ist (18. Experiment). 

Besonders ist auf das 19. und 20. Experiment hinzuweisen, 
in denen das Fieber bei hungernden Tieren erzeugt wurde, bei 
denen also die starkste Azoturie ganz auf Kosten der Eiweib- 
kérper der Gewebe vorhanden war; auch bei diesen Tieren 
wurde der gewodhnliche Bruchteil der Aminosiuren endogenen 
Ursprungs mit dem Harn ausgeschieden und das Verhiitnis 
Na erhob sich nicht iiber die gewohnten Grenzen. 


N 
' Bei Phosphorvergiftung zeigt sich wahrend der letzten 


N : 
Lebenstage der Tiere eine Erhéhung des Quotienten W’ die 


t 
wahrscheinlich durch eine ungeniigende desamidierende Funktion 


der Leber zu erklaren ist. 


Unter Beriicksichtigung meiner experimentellen Resultate 
und derjenigen der obenerwaihnten Autoren kann man die 
folgenden kurzen Uberlegungen iiber die Bedeutung des Ver- 


haltnisses —* anstellen. 


Wie wir gesehen haben, zeigt sich in der Mehrzahl der 
Fille bei Hunden eine gewisse Konstanz in den Zahlen, die 
den obigen Quotienten darstellen, da diese Zahlen die Grenze 
1 bis 2 iiberschreiten. 

Dies bedeutet, wie ich schon wiederholt bemerkte, daB 
stets derselbe aliquote Teil der Aminosaéuren, die im Organismus 
erzeugt werden, der Oxydation entgeht und mit dem Harn 
ausgeschieden wird, und zwar sowohl wenn die Einfiihrung der 
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Aminosauren in den Kreislauf unbedeutend als wenn sie sehr 
groB ist, sowohl wenn die Stickstoffausscheidung auf die kleinste 
Grenze reduziert ist, wie beim Hungern, als wenn sie bis zur 
betriichtlichen Zahl von 14 bis 15 g steigt, wie dies nach 
reichlicher Fleischernihrung der Fall ist (S6rensen und Hen- 
riques). 

Und so entstehen auch keine betriichtlichen Schwankungen 


; N , 
im Wert des Verhiltnisses Vv” welches auch der Ursprung der 


t 
Aminosauren und die Art ihres Eintretens in den Kreislauf 
Y 


, . vo ich” 
sein mag, d.h. das Verhaltuis —* bleibt in den gewoéhnlichen 
t 
Grenzen, sowohl wenn es sich um Aminosauren handelt, die 


von tierischen oder pflanzlichen Proteinen stammen, von voll- 
standigen oder unvollstindigen Proteinen, als auch wenn die 
Aminosiuren in den Kreislauf auf dem normalen Wege der 
Darmresorption gelangen oder auf dem parenteralen Wege in 
ihn eingefiihrt werden; die Dinge andern sich auch nicht, wenn 
die Aminosiuren einen endogenen Ursprung haben und in den 
Geweben selbst infolge Zerstérung der Proteine erzeugt werden, 
sowohl unter den — man gestatte mir den Ausdruck — physio- 
logischen Bedingungen des Hungerns als unter den pathologischen 
des Fiebers oder der die Azoturie verursachenden Intoxikationen. 
Nur bei den schweren Verinderungen der Leber nimmt das 


a: 
Verhaltnis —* zu, was man versteht, wenn man bedenkt, dab 


t 
die Leber das speziell fiir die Desamidierung der Aminosauren 


bestimmte Organ ist. 
Nun besteht aber die fundamentale Frage darin, den Grund 


dieser relativen Konstanz des Verhaltnisses V im Harn zu 


erklaren. Warum entgeht immer ein proportionaler Teil der 
in den Kreislauf gelangenden Aminosduren der Oxydation? 

In dieser Hinsicht lassen sich meiner Ansicht nach zwei 
Hypothesen aufstellen. 

Die erste ist die, daB in allen EiweiSstoffen in ungefahr 
gleichen Verhiltnissen fiir jedes Protein eine schwer oxydier- 
bare Aminosiure enthalten ist, so daB diese fast immer der 
Oxydation entgeht und in den Harn iibergeht. Man versteht 
alsdann bei dieser Hypothese, daB, wenn beim Hunde das 
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Doppelte eines Proteins oder das Doppelte eines Hydrolysates 
von einem Protein eingefiihrt oder aus irgendeinem Grunde 
das Doppelte der Proteine der Gewebe des Tieres zerstért wird, 
auch die Menge der nicht oxydierbaren Aminosaure, die in 
den Harn iibergeht, verdoppelt wird. 

Verweilen wir noch bei dieser Hypothese; es bliebe noch 
zu bestimmen, welches die wenig oder gar nicht oxydierbare 
Aminosaure ist, und das kénnte man vielleicht tun, wenn man 
versuchte, bei einem Hunde die einzelnen Aminosiuren isoliert 


einzufiihren und zu sehen, wie hoch das Verhiltnis af steigt. 


Experimente, die denen Abderhaldens und seiner Mitarbeiter 
glichen (ich habe einige Resultate dieser Forscher auf 8S. 485 
angefiihrt), kénnten uns in dieser Hinsicht Aufklarung ver- 
schaffen und einstweilen wiirden die schon erwahnten Zahlen 
uns sagen, daB das Glykokoll und das Alanin die Aminosauren 
sein kénnten, die am leichtesten in den Harn iibergehen. Aber 
wenigstens beziiglich des Glykokolls liegen ,wieder andere Unter- 
suchungen vor, nach denen man annehmen muB, da8 das Glyko- 
koll leicht desamidiert wird, so daB es die Erzeugung von 
Harnstoff (Stolte) oder Ammoniak (Salaskin und Kowa- 
lewski) erhéht. Ubrigens darf man diesen Resultaten Ab- 
derhaldens und seiner Mitarbeiter nicht alizu groBes Gewicht 
beilegen, denn sie bemerken selbst, daB die Hunde sich unter 
den gleichen Bedingungen hinsichtlich der Verwendung der 
einzelnen Aminosiuren verschieden verhalten. Ferner ist es 
héchst wahrscheinlich, daB die Einfiihrung einer einzigen Amino- 
siure die Bedingungen der Verwendung dieser stickstoff- 
haltigen Stoffe sehr verschiebt und daB, um ihre normale Ver- 
wendung zu erhalten, die Anwesenheit eines Gemisches von 
ihnen erforderlich ist. So z. B. ergibt sich stets aus den eben 
besprochenen Experimenten, daS die Einfiihrung von Alanin 


allein bei einem Hunde das Verhaltnis af bis auf 23 erhdht, 


t 
wahrend nach Einfiihrung eines Gemisches von Alanin, Tyrosin 


; . i ; 
und Cystin das Verhaltnis —* nur 1,5 ist, also nicht von den 


N 
Werten abweicht, die nach seiner Ansicht die Norm darstellen. 


Die zweite Hypothese lieBe sich so formulieren, daB die 
Enzymreaktion, infolge der die Desamidierung der Aminosauren 








h 


‘in 


en 


lie 


en 


Verhiltnis zwischen Amin-N und Gesamt-N im Harn. 501 


(die fundamentale chemische Erscheinung fiir die Oxydation 
dieser Stoffe) eintritt, eine Gleichgewichtsreaktion und so be- 
schaffen ist, daB sie in jedem Augenblick eine der Gesamt- 
menge dieses Stoffes proportionale Menge des umzuwandelnden 
Stoffes nicht umgewandelt laBt. Um diese Hypothese besser 
zu erkliren, kénnte man z. B. sagen, daB, wenn die Konzen- 
tration der Aminosiuren in dem mit dem aminolytischen Fer- 
ment in Beriihrung kommenden Blute 10 ist, die Desamidierung 
erfolgt, bis eine Menge von Aminosiuren gleich der Konzen- 
tration 0,1 nicht umgewandelt bleibt; wenn die Konzentration 
der Aminosiuren im Blute 20 ist, bleibt eine der Konzen- 
tration 0,2 gleiche Menge von ihnen nicht umgewandelt, und 
so fort. 

Wie man leicht versteht, gehen in den Harn iiber sowohl 
der aus den zerstérten Aminosiiuren stammende Stickstoff in 
Gestalt von Harnstoff als auch die unverainderten Aminosauren, 


omer ea N 
und deshalb die Konstanz des Verhialtnisses —*. 


N, 
Diese Hypothese ist hinlanglich annehmbar, wenn man 


beriicksichtigt, da8 bei vielen Enzymreaktionen die Erscheinung 
eintritt, daB ein Teil von nicht umgewandeltem Stoff, der dem 
umgewandelten proportional ist, zuriickbleibt. 

Weitere Versuche werden vielleicht eine tatsichliche Grund- 
lage fiir die eine oder andere dieser Hypothesen schaffen, und 
die zweite kénnte durch quantitative Untersuchungen iiber die 
Wirkung — in vitro— des aminolytischen Leberfermentes auf 
die Aminosiuren gepriift werden. 

Einstweilen muB ich mich darauf beschriinken, diese beiden 
Hypothesen auszusprechen, indem ich mir vorbehalte, auf dieses 
Thema zuriickzukommen. 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde bei Hunden der Wert des Verhaltnisses bal e 


(NV ,-Menge des mit dem Harn in 24 Stunden ausgeschiedenen 
Aminstickstoffes; N,== Menge des mit dem Harn in 24 Stunden 
ausgeschiedenen Gesamtstickstoffes) unter verschiedenen nor- 
malen und pathologischen Bedingungen bestimmt. 

2. Beim Hungern schwankt der Wert dieses Verhiltnisses 


zwischen 1,09 und 1,30. 
Biochemische Zeitschrift Band 47. 83 
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3. Bei der Zunahme der Oxydationsvorginge, die eintritt, 
wenn man den Hund mehrere Stunden lang reinen Sauerstoff 
einatmen 1laBt, zeigt sich leichte Azoturie und die Stickstoff- 


bilanz erleidet Verluste. Das Verhiltnis we zeigt keine be- 
t 


merkenswerten Verinderungen und bleibt zwischen 1 und 2,3. 
, N . 
4. Der Wert des Verhiltnisses y wurde bei Hunden be- 


stimmt, die mit verschiedenen EiweiBstoffen, namlich mit Casein, 
Gelatine, Glutinen und Zein ernahrt wurden. Dieser Wert 
schwankte immer um 1 herum. 

5. Nach der Einfiihrung von Hydrolysaten von Gelatine, 
Casein und Zein auf subcutanem Wege verinderte sich das 
Verhiltnis af nicht auf bemerkenswerte Weise und blieb 
zwischen 2,51 und 1,57. 

6. Beim Fieber, auch wenn betrichtliche Azoturie vor- 
handen war und zunahm, bis die Ausscheidung des Gesamt- 
stickstoffes sich verdoppelte, nahm auch die Ausscheidung der 


Aminosaéuren zu und das Verhialtnis > blieb zwischen den 
t 


Grenzen 1,0 und 1,98. 

Nur ausnahmsweise wurden zwei mehr abweichende Werte 
erhalten (11. und 16. Experiment). Auch wiahrend des Fiebers 
und des Hungerns, als der ganze Uberschu8 der Stickstoff- 


ausscheidung sicher endogenen Ursprungs war, blieb das Ver- 
haltnis Na in denselben Grenzen. 


t 
7. Bei der die Phosphorvergiftung begleitenden Azoturie 
beobachtet man in einigen Tagen eine Erhéhung des Verhilt- 
nisses = bis auf 3,66. 
N, 
8. Man sieht also, daB bei Hunden das Verhiltnis tS da- 


nach strebt, konstant zu bleiben, oder, besser gesagt, swischen 
den ziemlich engen Grenzen 1 und 2 schwankt, und zwar so- 
wohl wenn man bei den Hunden auf gastrischem Wege tierische 
oder pflanzliche Proteine von verschiedener Natur oder auf 
parenteralem Wege die Hydrolysate dieser Proteine einfiihrt, 
als auch wenn die Aminosiuren im Organismus einen endogenen 
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Ursprung haben und von Zerstérungen der Proteine stammen, 
die auch durch Krankheitsursachen veranlaBt werden. 


9. Um diese Konstanz des Verhaltnisses yv. zu erklaren, 


die uns anzeigt, da8 immer ein proportionaler Teil der aus 
irgendeinem Protein stammenden Aminosduren der Oxydation 
entgeht und in den Harn iibergeht, lassen sich zwei Hypothesen 
aufstellen. 

Die erste ist die, daB bei irgendwie hervorgerufenen Spal- 
tungen eines beliebigen Proteins sich stets ein und dieselbe 
Menge einer schwer oxydierbaren und vom Organismus ver- 
wendbaren Aminosaure bildet. 

Die zweite Hypothese lieBe sich in der Weise formulieren, 
daB die Enzymreaktion, infolge welcher die Desamidierung der 
Aminosauren eintritt, eine Gleichgewichtsreaktion und so be- 
schaffen ist, daB sie in jedem Augenblick eine der Gesamt- 
menge dieses Stoffes proportionale Menge des umzuwandelnden 
Stoffes nicht umgewandelt 1aBt. 


Protokoll der Experimente. 
Tabelle VII. 
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zg ae [rel] 8 
$ 2 ts 3 = eS| 3 
= = | In 24 Stunden ausgeschiedener | £5], 3% ou = 
& Bedingungen g Stickstoff in Gramm =e “2% 2S] ¢ 
o des a oS o/t oo 93 3 
= ’ a wele SS/oe] & 
a Experimentes ee ee ee ae Fs Sie e?iegi s 
| i Bg /28| 3 
z N,| Ne |=: 100) . on °o ° 
3 ecm N, _Ammoniak g g £ 4 4 
(| Der Hund atmet at- POY BRE BA ft Foe! 1 ge 
mosphar. Luft ein } 360 2,90 | 0,036 1,24 0,23 8,85} 0,47 | 8,37 | + 0,4 
Der Hund atmet 
300 1 Sauerstoff in |} 445 2,86; 0,070 | 2,40 0,19 3,85] 0,40 | 3,26)+4 0,59 
3 St. ein 
Der Hund atmet at- ’ — ; 9 oF , “ . a 
memhiie. hath on } 425 13,55 | 0,038 | 1,08 | 0,13 |3,85] 0,23 | 3,78] + 0,07 
Der Hund atmet | | 
800 1 Sauerstoff in |} 350]3,93| 0,041 | 1,04 0,24 3,85] 0,63 | 4,56] — 1,31 
7 St. ein | | 
Der Hund atmet at-}) go+ | o ne | | ; , 
| mospbie, Luft ein |} 3513.75 | 0,082) 2,10 0.28 4,20] 0,41 | 4,16]+0,04 
Der Hund atmet | 
800 1 Sauerstoff in |} 250] 3,98 | 0,094 2,40 | 0,23 4,20] 0,40 | 4,358]—0,18 
6 St. ein J 
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Tabelle VIII. 
B28 Seigfa N, | Ne| 71g 
= i § ‘Be | Kost |& +3E ; , a Bemerkungen 
s wae hss a |*3a aia| < 
o nol | — 4 
iy ee eh ia A ee 2 OS eee 
5.VI.}| 4 | 4,950 _ — | 150 | 1,206; — — | — | Hunger 
S 4,850 — | 55 | 0,914; — — | — | Hunger 
. # 4,900 Casein |2,75| 250 | 1,775 |0,0280/ 1,591 0,220] Der Hund wird mit 80 g 
8. » 4,950 ” (2,75) 240 | 1,209 0,0168)| 1,388 0,168] Kise und 20 g Fett pro 
9. » 4,980 | - 12,75! 340 | 1,923 '0,0143) 0,750 0,180] die gefiittert 
| | | 
g1.v.| 5 15,300] — |—| 160 |0,700) — | — | — | Hunger 
1.Vi 5,120; — |—! 190 |0,7283; — | — — | Hunger 
2. » 5,000 |Gelatine| 2,75 380 2,602 0,0314| 1,207 0,106] Der Hund wird mit 22 g 
3. » 5,120 | " /2,75; 185 | 2,690 0,0291) 1,080 |0,108}] Gelatine und 20 g Fett 
a+. 5,050| » (2,75 210 | 2,880 0,0331| 1,150 0,240] gefiittert 
9.VI.| 6 | 7,120 — |—/; 190 |1,003; — — | — | Hunger 
10. » 6,920; — — , 200 |1,005 — | — | — | Hunger 
ll. » 7,040} Glutin |3,00' 190 | 2,964 0,0210) 0,726 0,214) Der Hund wird mit 60 g 
12. » 7,050 * \3,00' 290 | 3,480 0,0241)| 0,705 0,247] Glutinbrei und 20 g Fett 
13. » €,550) ” 13,00, 350 | 2,245 0,0190| 0,863 0,230] gefiittert 
24.v.] 7 15,650] — |—| 80 |0888) — | — | — | Hunger 
25. » 5,550; — |—)| 240 | 1,034, — | — | — | Hunger 
27. » 5,360; — | — | 290 |0,781' — | — | — | Hunger 
28. » 5,470| Zein |2,73 150 | 2,007 0,0240/ 1,200 |0,202] Der Hund wird mit 230 ¢ 
29. » 5,950 | S |2,73' 200 | 2,23 0,0264| 1,118 /0,290] Maisbrot und 20 g Fett 
30. » 5,550! » |2,73) 280 | 2,37 |0,0274) 1,207 |0,256] gefiittert 
Tabelle IX. 
' oo. oe ry © e ; la | 
#3) 4a | |ss2\ | 2 ¢ 
g ™ z $§ &. hal hs 5 N No o - Bemerkungen 
gs Pol ss § 2 Sea aie} 
~ 1) 3S) le |g) 1 8 
re fA CEE SF RE Oe Ni h eer 
24.V.] 8 |5,650| — — | 80 | 0,833 |0,0123) 1,481 |0,0459 
25. » 5,550 — — | 240 | 1,034 |0,0134/ 1,330 |0,0604 
26. » 5,550 | — — 215 = 2,730 |0,0414/ 1,509 |0,1760] Dem Hunde werden 100 ccm 
27. » 5,360 | — — | 290 § 0,781 |0,0101| 1,340 |0,1700] Zeinhydrolysat unter dir 
® Haut eingespritzt (N;¢ 0,242 g, 
10.VI.| 9 | 4,900; — | — | 150 | 1,209 |0,01 13) 0,940 |0,0161] a 0,221 g) 
11. ” 4,860 _— —_ 280 4,228 0,0700 | 1,675 | 0,325 Dem Hunde werden 100 ccm 
| } es Caseinhydrolysat ter di 
5.1. | 10 | 6,140 | 38,7 3,00} 300 | 2,52 |0,040 | 1,600 /0,310 | Haut eingespritat (Nr 1,2 ¢, 
6. » 6,150 | 38,8 3,00! 335 2,77 |0,042 | 1,555 | 0,341 Na 0,85 g) 
7.» 6,090 | 39,2 3,00) 325 (4,34 [0,065 | 1,511 0,423 | Dem Hunde werden 100 ccm 
8. » 6,150 | 38,9 3,00} 300 | 3,20 |0,033 | 1,031 |0,272 Gelatinehydrolysat unter die 
9.» 6,150 | 38,9 | 3,00] 445 | 2,76 [0,037 | 1,370/0,294 | Haut cingespritat (Ne 1,7 «, 
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39.8 | 400 





eee a i ‘sal oe ei 
£\8 | 8 |peeit | 4 
ce | give] & Casi. Si és 
& is =e ae ae 6 N, g Bemerkungen 
& a = |\9 9¢éi¢ ei < 
_ = P cee fen ons = ~ al 
S}| 2 . — i Zz 
=" 0 ccm g g 
14. IV.| 11 | 5,750 | 38,6 360 0,059 1,78 | 0,17 
15. » 5,700 | 40,6 400 0,134 2,91 0,30 |Idiopatisches Fieber 
16. 5,660 | 38,9 450 | 0,022 056 0,23 
17 5,650 | 89,1 275 0,01 0,40 | 0,27 
22. III.) 12 | 5,800 | 89,3. 370 0,067 | 2,03 | 0,18 
93. On 5,800 | 38,7 280 0,054 | 1.84 O15 
24. 5,920 | 40,3. 1100 0,061 | 1,48 0,32 |Das Fieber wurde durch 
25. 5,800 39,1 410 0,034 , 1,00 | 0,23 | intraperitoneale Einsprit- 
26. » 5,720 | 38,5 240 0,047 1,86 | 0,17 | zung von 800 cem Koch- 
salzlésung erzeugt 
2. IV.| 13 | 5,700 | 39,0 395 | 3,4 0,049 1,68 | 0,19 
3. » 6,000 | 39.8 800 | 34 0,039 1,00 | 0,25 Jidem 
4. 5,700 | 38,7 730 3,4 0,051 | 1,54 0,17 
5. 5,700 | 38,8 300 | 3,4 0,057 1,85 0,16 
11. IV.| 14 | 5,600 | 39,0 355 | 3,4 0,058 | 1,94 0,16 
12. » 5,820 | 39,4 880 | 3,4 0,043 1,26 0,24 Jidem 
13. 5,700 | 39,0 530 | 3,4 0,081 2,07 0,19 
14. 5.750 | 38.6 360 | 3,4 0,059 | 1,78 0,17 
10. I. | 15 | 6,150 | 88,8 370 | 4,2 0,041 1,11 | 0,17 
ll. » 6,125 | 88,8 3815 | 4,2 0,044 1,10 O,1§ 
2 6,050 | 39,6 | 270 | 4,2 0,064 | 1,48 | 0,21 [Das Fieber wurde durch 
Einspritzung unter die 
23. IL.| 16 | 5,750 | 39,.0| 345 | 4,2 (0,066 | 1,69 0,27 | Haut von 5ccm von Strep- 
24. » 5,750 | 39,0 | 320 4,2 0,067 | 1,71 | 0,23 | tokokkustoxin erzeugt 
25. » 5,700 | 40,9 | 360 | 4,0 0,120 | 2,50 0,23 [Das Fieber wurde durch 
26. » 5,820 | 39,7} 170 | 38 0,077 | 2,27 | 0,23 | zwei Einspritzungen von 
27. » 5,800 | 39,2 | 260 | 3,8 0,072 | 2,11 | 0,22 | je 2 cem und 5 ccm Pest- 
28. » 5,650 | 38,2 | 325 | 3,4 0,068 2,20 , 0,19 | nucleoproteid erzeugt 
9. II.| 17 | 5,700 39.4} 355 0,054 | 1,45 | 0,23 
10. » 5,850 | 40,2 | 225 0,047 | 1,38 0,20 |idem 
 — 5,710 | 38,9 | 425 0,050 | 1,46 | 0,25 
12. 5,750 | 38,5 | 340 0,066 | 2,00 0,26 
| 
23. IV.| 18 | 6,700 | 38,5 | 235 0,036 | 1,37 | 0,12 
24. » 6,710 | 38,6 180 0,037 | 1,27. 0,15 
D5. 6,720 | 39,5 | 400 0,078 | 1,81 0,34 Jidem 
26. » 6,700 | 39,2 325 0,059 1,59 | 0,23 
23. VI.| 19 | 4,630 | 39,3 | 120 0,0103, 1,19 0,072 
94. » 4570 | 39.4) 100 0,0098' 1.25 | 0.033 
25. 4.570 | 39,7 | 220 0,0092 0.82 0,073 lidem Der Hund hungert 
26. 4,570 | 40,3 | 200 0,0112, 1,11 0,033 
27. 4,500 0,0280, 1,16 0,242 
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Tabelle X (Fortsetzung). | 






































l Perey ad 
3 mR } 5 3% S| Ss | | & 
r=] - Se Fs As 5 a | S 5 “ 
E -Eles | & BEE! x A — " 
S PF ol es | 1 SE) & N, | N, ee = Bemerkungen 
4 fe $2) 2 \gis\z | ° zal <4 
sie |e emmy | A 
Ti =| °C! com gig g g g 
— SS eee eee _  —. —E 
28. VI.J 19 | 4,350 39,5] 260 — 1,149 0,0109 0,95 | 0,104 
29. » 4,290 39,4] 320 | — | 1,879 0,0142 1,03 | 0,095 
16. VI} 20 | 3,700 | 39,4} 100 | — | 0,791 0,0112 1,41 0,053 
17. » 3,620 | 39,4] 110 — | 0,702 0,0100 1,42 | 0,093 
18, » 3,530 | 39,4} 200 | — | 0,694 0,0091 1,31 | 0,084 
19. » 3,420 408]; 210 | — 0,729 0,0147 1,76 0,050 
20. » 3,400 | 39,8; 290 | — | 1,055 0,0169 1,60 0,105 
21. » 3,370 39,5; 200 | — | 0,728 0,0112 1,55 | 0,072 
22. » 8,330 | 39,5 | 280 | — | 0,814 0,0123 1,51 | 0,094 
17. III.| 21 | 5,750 | 38,5 | 340 | 3.4 | 3,33 (0,066 2,00 | 0,26 
18. » 5,800 38,8}; 290 | 3.4 | 3,01 0,049 1,41 | 0,18 |Dem Hunde werden 50 ccm 
19. » 5,780 | 89,5 | 330 | 3,4 | 3,92 [0,078 2,00 | 0,28 | einer 1°%/,igen Benzoe- 
| siurelésung eingespritzt ) 
20. III.| 22 | 5,850 | 39,3} 370 | 84 | 3,58 0,062 | 1,82 | 0,22 i 
21. » 5,850 40,0] 330 | 3.4 / 4,55 0,046 1,02 | 0,10 /Dem Hunde werden 50 ccm | 
22. » 5,800 39,3! 370 | 3,4! 8,86 (0,067 2,02 ; 0,18 | einer 9°/,igen Lésung von 
benzoesauren-Natrium 
15. IV.} 23 | 3,400 | 38,7 | 280 | 3,5 | 3,45 0,037 1,09 | 0,12 | eimgespritzt 
+ 8,350 38,8 175 | 8,5 | 8,95 0,086 | 0,98 | 0,17 we? von 1 ccm einer 
looigen Phosphorséurelésung 
in Mandeiol 
18. » 8,260 38,8, 240 | 835 | 4,29 0,036 | 0,86 | 0,14 05 ecm 
19. » 8,100 | 38,5 150 | 0,75) 3,63 0,048 1,33 | 0,10 0,5 cem 
20. » 8,020 | 38,2 | 215 | 0,50) 3,22 0,117 | 3,66 | 0,096 
21. » 2,980 | 37,2 | 190 — | 2,45 0,048 | 2,00 | 0,16 
27. V.| 24 | 2,900 | 88,6 | 230 | 2.6 1,72 0,017 | 1,00 | 0,08 
28. » 2,900 385 | 230 | 26 1,72 0,017 | 1,00 | 0,08 
29. » 2,870 | 38,5 | 260 | 26 | 2,04 0,018 | 0,90 | 0,10 Binepritsung von 0,5 com einer 
| | igen Phosphorsdurelésung 
| : ia Mandeldl 
80. » 2,850 38,4 260 | 2,6 | 2,04 0,018 0,90 | 0,10 jidem 
31. » 2,840 38,6; 310 | 26 | 2,15 0,017 0,81 | 0,13 Jidem 
l. » 2,870 38,3) 155 | 26 2,53 0,021 | 0,85 | 0,16 |idem 
2. » 2,850 | 88,5 150 | 2,0 | 2.35 0,044 2,04 | 0,14 
a» 2720 | 384 200 | 20 | 249 |0,028 | 1.13 | 0.17 
4. » 2,580 | 38,7 180 | 1,0 | 2,52 | 0,075 2,85 | 0,12 
5. on 2,500 | 38,2 220 | 1,0 | 3,03 {0,092 | 3,04 | 0,15 





er 
1g 





Autorenverzeichnis. 


Berraér, M. Beitrage zur Chemie 
und zur quantitativen Bestim- 
mung des Leimes. 8. 189. 

Beutner, Reinhard. Die physi- 
kalische Natur bioelektrischer 
Potentialdifferenzen. S. 73. 

Bickel, A. und Mich. Pawlow. 
Untersuchungen zur pharmako- 
logischen Wirkung des p-Oxyl- 
phenylathylamins. 8. 345. 

Christiansen, Johanne. Bei- 
trige zum Mechanismus der 
Pepsinverdauung. S. 226. 

Davidsohn, H., siehe Michaelis 
und Davidsohn. 

Falek, Oskar, siehe Pauli und 
Falek. 

Gerhartz, H., siehe Loewy und 
Gerhartz. 

Grafe, V. und V. Vouk. Unter- 
suchungen iiber den Inulinstoff- 
wechsel bei Cichorium Intybus L. 
Zichorie). II.: Entstehung und 
Speicherung des Inulins. 8S. 320. 

Hirata, Goichi. Uber die dia- 
statische Kraft des menschlichen 
Mundspeichels. S. 167. 

Johannessohn, Fritz. EinfluB 
organischer Saéuren auf die Hefe- 
gairung. S. 97. 

Kerb, J., siehe Neuberg und Kerb. 

Klausner, E. Uber das Wesen 
der sogenannten Klausnerschen 
Serumreaktion. S. 36. 

Klercker, Kj. O. af. Uber die 
Pentose der Guanylsaure. S. 331. 





Loeb, Adam. Uber das Verhalten | 


der Essigsiure bei kiinstlicher 


| 


Durchblutung der Leber. S. 118. | 


Loeb, Jacques. Untersuchungen 
iiber Permeabilitét und  ant- 
agonistische Elektrolytwirkung 


nach einer neuen Methode. 8.127. | 


Loewy, A.und H.Gerhartz. Uber 
die Ausscheidung des Wassers bei 
der Atmung. 8. 343. 

Marx, Elisabeth, siehe Zaleski 
und Marx. 

Michaelis, Leonor. Zur Theorie 
des isoelektrischen Punktes. (III. 
Das Wesen der eiweiBartigen 
kolloidalen Lésungen.) 8. 250. 

— und H. Davidsohn. Die Ab- 
hangigkeit spezifischer Fallungs- 
reaktionen von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. S. 59. 

— und H. Pechstein, Der iso- 
elektrische Punkt des Caseins. 
8. 260. 

—und P. Rona. Uber die Um- 
lagerung der Glucose bei alka- 
lischer Reaktion, ein Beitrag zur 
Theorie der Katalyse. 8S. 447. 

Moldovan, J. Untersuchungen 
iiber die Wirkungsweise des Chi- 
nins. S. 421. 

Neuberg, C. und J. Kerb. Uber 
zuckerfreie Hefegiérungen. IX. 
8. 405. X. S. 413. 

Palitzsch, Sven und L. E. Wal- 
bum. Uber die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration bei der 
tryptischen Gelatineverfliissigung. 
8.1 


Pauli, Wolfgang und Oskar 
Falek. Untersuchungen iiber phy- 
sikalischeZustandsaénderungen der 
Kolloide. XIV.: Die Hydratation 
verschiedener Eiwei8verbindun- 
gen mit besonderer Beriicksichti- 
gung der Coffeineinwirkung. S. 
269. 

Pawlow, Mich., siehe Bickel und 
Pawlow. 

Pechstein, H., siehe Michaelis und 
Pechstein. 


508 


Pollini, Luigi. Die katalytische 
Wirkung der Eisensalze bei der 
Leberautolyse. S. 396. 

Reale, Enrico. Untersuchungen 
iiber den Kohlenstoffwechsel. 
Labiler und stabiler Kohlenstoff 
des Harns. 8. 355. 

Rona, P., siehe Michaelis und Rona. 

Sasaki, Takaoki. Uber den Ab- 
bau einiger Polypeptide durch 
Bakterien. II. S. 462. III. 8S. 472. 

Scaffidi, Vittorio. Untersuchun- 
gen iiber Purinstoffwechsel. X.: 
Uber die Eigenschaft des Orga- 
nismus, Harnsaéure zu zerstéren 
und solche durch Oxydation zu 
bilden bei Tieren mit syntheti- 
scher Harnsiureproduktion. 8.215. 

Sebor, J., siehe Stoklasa, Sebor 
und Zdobnicky. 

Signorelli, Ernsto. Uber dasVer- 
haltnis zwischen dem Aminstick- 
stoff und dem Gesamtstickstoff 
im Harn unter verschiedenen 


Autorenverzeichnis. 


normalen und pathologischen Be- 
dingungen. 8. 482. 

Ssobolew, Nicolaus. Uber die 
Milchsaiurebildung bei der anti- 
septischen Organautolyse. S. 367. 

Starkenstein, E. Uber Ferment- 
wirkung und deren Beeinflussung 
durch Neutralsalze. II. S. 300. 

Stoklasa, Julius, J. Sebor und 
W. Zdobnicky. Uber die photo- 
chemische Synthese der Kohlen- 
hydrate. S. 186. 

Vernon, H. M. Die Abhangigkeit 
der Oxydasewirkung vonLipoiden. 
S. 374. 

Vouk, V., siehe Grafe und Vouk. 

Walbum, L. E., siehe Palitzsch 
und Walbum. 

Zaleski, W.und Elisabeth Marx. 
Uber die Carboxylase bei héheren 
Pflanzen. S. 184. 


Zdobnicky, W., siehe Stoklasa, 
Sebor und Zdobnicky. 
























m : cae 
‘ ie : i 
- a * <= ‘3 
- _ { ‘ ¢ Pty Pn 7 a ae je 
t a eis ci ai Speen, © EAR: : : 
a ioe <a F é ns x anda 4 
ts snaps oh : * eet Eh. ae 
oe * ie ae : Serre) : 7 : . 5 7 ? 
be : % Le 
: ifs. , 7 ; Fi 
Jor. i 7 7 fe J 
. E 5 ‘ 
7 c ‘ . * ‘i 
2 4 3 - z 
ry t : . . 
n y » 
Oe ie . : & 7 7 2 a] 
; a . - } 
$ ‘ ‘ ¢ 7 . - 
mS qi a » 
° ras : 7 ' 7 
- _ - . 
° cose . s H 
: eo 3g a « A : rare 
x ‘ 4 4 ’ ——— £ be * : ‘ : : : 
Fay Re - i 
’ ¢ mee # ‘ s we # , 
¥ ee ¢ . - % 2 
‘ : a - ’ : . . 
A » “ 
5 or 
85 > a : rs cy 
= ae Site ‘ 4 
7 . 
: k 7 ~ : . ss 2% 
. = ah 












Pisa vor are 


ee 











psotenpchee RE PEG ETERS RIN RE RE RE SOON LRN cael me 


‘ e 





